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Molekularbiologische Untersuchungen nehmen einen zunehmenden Stellenwert in der 
Beschreibung von Tumoren ein. Neben neuen Erkenntnissen hinsichtlich der Ätiologie und 
Progression ermöglicht die Erfassung genetischer und epigenetischer Veränderungen 
zunehmend auch diagnostische und prognostische Aussagen. Herkömmliche Methoden zum 
Nachweis genetischer Aberrationen wie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), 
vergleichende genomische Hybridisierung (comparative genomic hybridisation = CGH) oder 
der Nachweis von Verlusten der Heterozygosität (loss of heterozygosity = LOH) sind 
besonders bei multiplexen Untersuchungen aufwendig, benötigen große Mengen DNS oder 
sind für Untersuchungen an soliden Tumoren nur eingeschränkt anwendbar. Im Vergleich 
dazu ermöglicht das multiplex ligation-dependent probe amplifcation-Verfahren (MLPA) die 
Detektion von Kopienzahlveränderungen bei einfacher Anwendung, hoher Spezifität und 
multiplexem Studiendesign. Zusätzlich können mit einer Erweiterung des Verfahrens 
(methylation-specific-MLPA = MS-MLPA) Methylierungen der untersuchten Abschnitte 
erfasst werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurden Kopienzahlveränderungen und Promotormethylierungen 
bei intrakraniellen Tumoren mit Hilfe des MS-MLPA Verfahrens erfasst. Unter Anwendung 
zweier kommerzieller MS-MLPA Probensätze wurden insgesamt 53 verschiedene 
Tumorsuppressorgene untersucht. Für die Untersuchung standen insgesamt 29 Hirntumoren 
zur Verfügung, darunter 15 Meningeome (10 x Grad I, 3 x Grad II und 2 x Grad III),  
7 Gliome (6 Glioblastome und 1 Astrozytom Grad III) sowie 7 intrakranielle Metastasen 
unterschiedlicher Primarien (2 x Rektum-Ca, 2 x Mamma-Ca, 1 x Nierenzell-Ca, 1 x malignes 
Melanom, 1 x CUP).  
In einem ersten Schritt wurden die verfügbaren Gewebeproben bezüglich ihrer 
Zusammensetzung charakterisiert. Dazu wurden mikroskopische Präparate in Hämatoxylin-
Eosin-Färbung angefertigt. Neben der bestätigenden Erfassung histopathologischer Merkmale 
wurde so ein Tumoranteil von mehr als 50% in den weiter zu untersuchenden Proben 
garantiert. Extraktion genomischer DNS und das MS-MLPA-Verfahren folgten 
Standardprozeduren bzw. wurden nach Herstellerangeben durchgeführt. Die Auswertung der 
Daten erfolgt mangels vergleichbarer Referenzstudien nach einem selbst erstellten 
Algorithmus. 
Sowohl innerhalb der untersuchten Entitäten als auch im Gesamtvergleich der detektierten 
Kopienzahlveränderungen überwiegen Deletionen (176) gegenüber Amplifikationen (97). 
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Aufgrund der spezifischen Untersuchung von Tumorsuppressorgenen, welche in Tumoren 
häufiger deletiert als amplifiziert sind, bestätigt dieses Ergebnis die Aussagekraft des MLPA-
Verfahrens. 
Die unspezifische Untersuchung der Tumorsuppressorgene mit Hilfe der beiden o. g. Kits 
erschwert einen Vergleich zwischen erhobenen und bekannten Aberrationen. Dennoch 
konnten vergleichbare Aberrationen z.B. der Tumorsuppressorgene PTEN oder CDKN2A bei 
Gliomen oder des Tumorsuppressorgens GATA5 bei intrakraniellen Metastasen erhoben 
werden. Des Weiteren ermöglichen die detektierten Kopienzahlveränderungen auch eine 
Aussage hinsichtlich vermutlicher Aberrationen benachbarter Abschnitte (z.B. NF2 und 
TIMP3) und Deletionen größerer Abschnitte. 
Innerhalb der untersuchten Tumorproben zeigt sich eine quantitative Abhängigkeit der 
Aberrationen vom Malignitätsgrad der untersuchten Entitäten. Dabei können bereits innerhalb 
der Gruppe der Meningeome Unterschiede in der Häufigkeitsverteilung in Abhängigkeit vom 
Malignitätsgrad festgestellt werden. Während die untersuchten Gliome vergleichbar häufig 
Kopienzahlveränderungen wie höhergradige Meningeome aufweisen, sind die untersuchten 
intrakraniellen Metastasen mit Abstand am häufigsten von Aberrationen betroffen. 
Analog der Verteilung der Kopienzahlveränderungen konnten bei Tumoren hoher Malignität 
häufiger Promotormethylierungen nachgewiesen werden. Dabei wiesen die untersuchten 
intrakraniellen Metastasen erneut am häufigsten Promotermethylierungen auf. Darüber hinaus 
konnten besonders bei den untersuchten Gliomen mit anderen Studien vergleichbar häufige 
Promotormethylierungen der Tumorsuppressorgene RASSF1A und CASP8 detektiert werden. 
Im Hinblick auf ein verbessertes Verständnis der Tumorbiologie und der Erschließung neuer 
therapeutischer Möglichkeiten sollte die Erfassung tumorspezifischer 
Kopienzahlveränderungen und Promotormethylierungen Gegenstand weiterer 
Untersuchungen sein. Das MS-MLPA-Verfahren bietet dabei neben einer einfachen und 
genauen Erfassung der Kopienzahl einzelner Abschnitte auch die Möglichkeit der Detektion 





1. 1. Intrakranielle Tumoren /  Neoplasien des Zentralnervensystems 
Neoplasien des Zentralnervensystems umfassen sowohl die eigentlichen Hirngeschwülste als 
auch die Tumoren der peripheren Nerven und Hirnhäute (Pietsch 2002). Dabei umfasst die 
heterogene Gruppe der Tumoren des zentralen Nervensystems Neoplasien verschiedener 
Entitäten mit unterschiedlicher Histogenese und variierendem biologischem Verhalten. Bei 
einem ersten Versuch der Klassifikation der Tumoren des Zentralnervensystems stützte sich 
die Namensgebung zunächst auf die im Tumor quantitativ dominierende Zellart (Bailey und 
Cushing 1926). Neuere Einteilungen beruhen auf einer Unterteilung nach Art der 
Ursprungszelle und Lokalisation, wobei 1997 in einer weiteren Klassifikation auch eine 
Zuordnung von molekularbiologischen Erkenntnissen der jeweiligen Tumoren gegeben wurde 
(Kleihues und Cavenee 1997). Die positive Resonanz auf dieses Werk veranlasste die WHO 
zur Herausgabe der aktuellen Klassifikation der Hirntumore unter pathologischen und 
molekularbiologischen Gesichtspunkten (siehe Tabelle 1) (Radner et al. 2002).  
Diese aktuelle Klassifikation beinhaltet nicht nur die histopathologischen Merkmale der 
verschiedenen Entitäten, sondern gibt zugleich mit Hilfe einer 4-stufigen Graduierung eine 
Aussage über die Malignität der Tumoren. Sie dient neben der Klassifikation auch zur 
Abschätzung einer Prognose und in der klinischen Anwendung zur postoperativen 
Therapieplanung (Radner et al. 2002), wobei sich in den unterschiedlichen klinischen 






Primäre Hirntumoren verursachen etwa 3 bis 5 % aller tumorbedingten Todesfälle  
(Fine 1994). Dabei nehmen die Tumoren des Zentralnervensystems mit einem Anteil von 
rund 2 % aller Neoplasien (Kleihues et al. 1997) nur einen geringen Teil der 
Tumorerkrankungen bei Erwachsenen ein, wobei ihnen aber aufgrund ihrer Lokalisation und 
ihres klinischen Verlaufes eine besondere Bedeutung beizumessen ist.  
Bei Kindern und Jugendlichen wiederum stellen Tumoren des Zentralnervensystems nach 
Leukämien und Lymphomen die zweithäufigste neoplastische Erkrankung dar (Pietsch 2002), 
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womit Hirntumoren zu den fünf häufigsten Krebslokalisationen bei der tumorverursachten 
Mortalität in der jungen Bevölkerung zählen (Boing 1993). Dabei ist bei den 
unterschiedlichen Entitäten der Neoplasien des Zentralnervensystems bereits ein spezifischer 
Häufigkeitsgipfel erkennbar. Während im Erwachsenenalter die glialen Neoplasien 
überwiegen, treten embryonale Tumoren des zentralen Nervensystems gehäuft im Kindes – 
und Jugendalter auf (Pietsch 2002). 
Epidemiologische Studien zur Inzidenz und Prävalenz zerebraler Tumoren haben häufig ein 
an bestimmte geographische Gebiete oder Populationsgruppen orientiertes Design. 
Schätzungen gehen deutschlandweit von einer Gesamtinzidenz von sowohl benignen als auch 
malignen intrakraniellen Tumoren von 20 Fällen bei 100.000 Personen aus, wobei Daten von 
sowohl primären als auch sekundären Hirntumoren in diese Statistik eingeflossen sind  
(Stark et al. 2005). Im Blickpunkt dieser Untersuchung sollen mit Meningeomen, 
Glioblastomen und Hirnmetastasen verschiedener Primarien 3 Tumorentitäten aus jeweils 
unterschiedlichen Ursprungsgeweben stehen. 
 
1. 1. 1. Meningeome 
Im Rahmen eines Autopsiereports durch Felix Plater wurden Meningeome erstmals im Jahre 
1614 als „ein runder, fleischiger, harter Tumor, voll von Löchern und etwa so groß wie ein 
mittlerer Apfel“ beschrieben. Unter der Bezeichnung „fungus durae matris“ erwähnte der 
französische Chirurg Antoine Louis 1774 erstmals Meningeome in einem wissenschaftlichen 
Report. 1831 und 1834 folgten Abbildungen in Form von Lithographien durch Bright und 
Cruveilhier in pathologischen Atlanten (nach Bondy und Ligon 1996).  
Rudolf Virchow versah im Jahre 1847 Meningeome in Folge seiner Entdeckung der 
Granulationen innerhalb des Tumorgewebes mit dem Attribut „psammonartig“, also 
sandartig. Nach den Bezeichnungen als „Epitheliom“ durch Bouchard im Jahre 1864 und als 
„Endotheliom“ durch Camillo Golgi im Jahre 1869 wurde schließlich der Begriff des 
Meningeoms durch Harvey Cushing im Jahre 1927 geprägt (nach Bondy und Ligon 1996). 
Meningeome entstehen aus meningothelialen bzw. arachnoidalen Zellen der Dura mater und 
sind somit neuroektodermalen Ursprungs (Langford 1996). Mit einem Anteil von 13 bis 26 % 
sind Meningeome die zweithäufigste Tumorentität unter den primären Tumoren des 
Zentralnervensystems (Liu et. al 2005). Die Zahl der jährlichen Neuerkrankungen beträgt 6 
pro 100.000 Personen (Collins 2004). Da Meningeome auch einen asymptomatischen 
klinischen Verlauf haben können, resultiert inklusive der Erhebungen aus der post-mortem-
Diagnostik eine Lebenszeitprävalenz von 1,5% (Zang 2001). 
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Besonders auffällig bei der Betrachtung von Inzidenz- und Prävalenzraten von Meningeomen 
ist eine deutliche Bevorzugung des weiblichen Geschlechts, während alle anderen 
Hirntumoren bei der Häufigkeitsverteilung eine geringe Tendenz zum männlichen Geschlecht 
aufweisen (Bondy und Ligon 1996). Bei der Betrachtung der Inzidenzspitzen von 
Meningeomen zeigt sich ein Häufigkeitsgipfel der Neuerkrankungen bei Frauen mit 7,5 
Fällen pro 100.000 in der achten Lebensdekade und bei Männern mit 6,0 Fällen pro 100.000 
in der siebten Lebensdekade (Rohringer et al. 1989). Das mittlere Erkrankungsalter wird bei 
Frauen mit 59,3 Jahren und Männern mit 58,7 Jahren beziffert (Preston-Martin et al.1993). 
Meningeome haben üblicherweise ein sporadisches Auftreten. Die Population der von 
multiplen Meningeomen betroffenen Patienten nimmt weniger als 2 % der Gesamtpopulation 
der Betroffenen ein (Zang 2001). Als Risikofaktoren für die Entwicklung eines Meningeoms 
gelten ionisierende Strahlung und eine chronische Infektion mit Papo- oder Adenoviren (Ron 
et al. 1988, Ibelgaufts und Jones 1982). Studienübergreifend wird das Auftreten von 
Meningeomen bei einem Elterteil als Prädisposition betrachtet, was eine genetische Ursache 
bei der Tumorgenese vermuten lässt (Sahar 1965, Memon 1980, Sedzimir et al. 1973) 
Meningeome werden bezüglich ihrer Dignität in 3 Klassen eingeteilt, wobei bei den einzelnen 
Klassen mehrere morphologische Subtypen zu unterscheiden sind (Radner et al. 2002). Zur 
Differenzierung der verschiedenen Dignitäten dienen einzig histopathologische Merkmale wie 
Mitosenanzahl, Präsenz von Makronukleoli, Hyperzellularität, Verschalungsarchitektur, 
Kleinzellformation und die Präsenz einer eventuellen Hirninvasion (Radner et al. 2002). 
Nahezu 90 % aller Meningeome werden als WHO-Grad I klassifiziert und gelten als benigne 
Meningeome (Zang 2001), wobei zwischen den einzelnen Subpopulationen eine große 
Heterogenität besteht. Trotz Rezidivierungsraten zwischen 7 % und 20 % ist der klinische 
Verlauf mit einer 5 Jahres-Überlebensrate von 95 % als positiv einzuschätzen. Häufigster 
Subtyp des benignen Meningeoms ist das meningotheliomatöse Meningeom (Perry et al. 
1997). Obwohl per definitionem keine Hirninvasion zu befürchten ist, können benachbarte 
Strukturen wie Dura mater, Schädelknochen und Muskeln auch durch benigne Meningeome 
infiltriert werden (McCutcheon 1996). 
Die Gruppe der atypischen Meningeome des WHO-Grades II nehmen einen Anteil von  
5-11 % aller Meningeome ein (Pfisterer et al. 2004). Histopathologisches Kriterium ist dabei 
die Darstellbarkeit von mehr als 4 Mitosen pro 10 Gesichtsfelder bei starker Vergrößerung. 
Zusätzlich müssen mindestens 3 der folgenden Attribute nachweisbar sein: Eine erhöhte 
Zelldichte, das Vorliegen kleinzelliger Populationen, prominente Nukleoli, Architekturverlust 
und Nekrosen (Radner et al. 2002). Mit einer 5-Jahres-Rezidivierungsrate von 30- 40 % ist 
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ein deutlicher prognostischer Unterschied zu benignen Meningeomen festzuhalten (Pfisterer 
et al. 2004).  
Das anaplastische Meningeom des WHO-Grades III stellt mit einer Rezidivierungsrate von 
50- 80 % und einer mittleren Überlebenszeit von weniger als 2 Jahren den aggressivsten 
Subtyp der Meningeome dar (Pietsch 2002). Dieser nimmt einen Anteil von zirka 1-3 % aller 
Meningeome ein (Perry et al. 1997). Neben einer hohen mitotischen Aktivität mit mehr als 20 
Mitosen je 10 Gesichtsfelder sind weitere offensichtliche Malignitätskriterien in Kombination 
mit einem sarkom-, karzinom- oder melanomähnlichen Erscheinungsbild histopathologisch 
kennzeichnend (Radner et al. 2002). Anaplastische Meningeome besitzen in hohem Maße die 
Fähigkeit zur Hirninvasion, was eine komplette chirurgische Resektion mitunter verhindert 
(McCutcheon 1996). Besonders bei den anaplastischen Meningeomen besteht aufgrund des 
sarkom- oder melanomartigen Erscheinungsbildes das Problem der histopathologischen 
Abgrenzung zu möglichen Differentialdiagnosen (Radner et al. 2002). Infolgedessen ist 
vermehrt der Versuch einer molekularbiologischen Charakterisierung von Meningeomen 
gemacht worden. Von den neuen Erkenntnissen hinsichtlich der Molekularbiologie von 
Meningeomen erhofft man sich neben einer genaueren Graduierung und Prognosestellung 
auch die Bestimmung einer spezifischen Chemosensitivität und einer entsprechenden 
Anpassung der Therapiestrategie. 
Erste Hinweise auf den Einfluss einer genetischen Komponente bei der Entstehung von 
Meningeomen ließen sich in deren vermehrten Auftreten im Rahmen einer autosomal-
dominanten Phakomatose, der Neurofibromatose, vermuten. Sowohl der von multiplen 
kutanen Fibromen gekennzeichnete Typ I, als auch besonders der mit bilateralen 
Akustikusneurinomen einhergehende Typ II ist mit einer Neubildung von Meningeomen 
vergesellschaftet (Bondy und Ligon 1996). Veränderungen des betreffenden Gens, des 
Neurofibromatose-2 Gens (22q12.1), sind sowohl bei allen mit Neurofibromatose II 
assoziierten, als auch bei 54-78% aller sporadischen Meningeome nachweisbar (Ragel und 
Jensen 2005). Das Neurofibromatose-2 Gen kodiert das Protein Merlin / Schwannomin, 
welches Teil der 4.1 Protein-Familie bzw. der Zytoskelett-assoziierten Proteine ist (Ragel und 
Jensen 2005). Ein Funktionsverlust des Merlin-Proteins resultiert in einer verminderten 
Zelladhäsion und nachfolgender Tumorgenese (Dirven et al. 2002, Ikeda et al. 1999). Somit 
kann das Neurofibromatose-2 Gen als ein funktionelles Tumorsuppressorgen eingestuft 
werden. Da sich bei atypischen und anaplastischen Meningeomen ähnliche 
Häufigkeitsverteilungen bei Mutationen des Neurofibromatose-2 Gens zeigen, kann ein 
entsprechender Funktionsverlust zwar als ein Ursprung der Tumorgenese, aber nicht als 
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Faktor der Tumorprogression betrachtet werden (Ragel und Jensen 2005). Trotz des häufigen 
Nachweises von Aberrationen des Neurofibromatose-2 Gens weisen nur zirka 33 % der 
betroffenen Proben einen Funktionsverlust des Gens auf (Ragel und Jensen 2005).  
Weitere bei Meningeomen häufige Mutationen betreffen die Chromosomenabschnitte 1p und 
14q. Diese Mutationen stehen im Gegensatz zu den Mutationen des Chromosoms 22 im 
Verdacht, eine Rolle in der Progression von Meningeomen zu spielen (Bello et al. 1994). 
Daneben zeigt sich ein Zusammenhang zwischen der Rezidivhäufigkeit von Meningeomen 
und Aberrationen der Region 1p. Während die Rezidivrate von Meningeomen mit einem 
nachgewiesenen Verlust der Region 1p zirka 30 % beträgt, treten Meningeome ohne 
nachweisbaren Verlust des Abschnitts 1p nur in 4,3 % der Fälle erneut auf (Ragel und Jensen 
2005). Darüber hinaus weisen besonders anaplastische Meningeome häufig Aberrationen des 
Abschnitts 9p mit einem Funktionsverlust der Gene CDKN2A, p14ARF und CDKN2B auf, 
welche auch bei der Tumorgenese von Glioblastomen und anaplastischen 
Oligodendrogliomen eine Rolle spielen (Bostrom et al. 2001). 
Studienübergreifend ist bei der Betrachtung der Häufigkeit der chromosomalen 
Veränderungen bei Meningeomen erkennbar, dass ein höherer Malignitätsgrad mit einer 
erhöhten Anzahl von chromosomalen Veränderungen einhergeht (Kim et al. 1998, Zang 
2001, Lee et al. 2004). Beispiele hierfür sind zusätzliche Kopienzahlveränderungen von 
Abschnitten der Chromosomen 6q, 9p, 10q, 10p, 14q, und 18q bei höhergradigen 
Meningeomen (Collins 2004). Dabei ist die funktionelle Bedeutung der verschiedenen 
Kopienzahlveränderungen mitunter ungeklärt und möglicherweise auch als unspezifische 
Veränderung im Rahmen zunehmender genetischer Instabilität zu werten. 
Neben dem Nachweis genetischer Aberrationen konnten Methylierungen der Promotorregion 
von Tumorsuppressorgenen bei bis zu 50 % der Meningeome nachgewiesen werden (Liu et 
al. 2005). Analog genetischer Veränderungen zeigte sich dabei ein gehäuftes Auftreten der 
Promotormethylierungen bei höhergradigen Meningeomen. Dabei wiesen die Promotoren der 
Tumorsuppressorgene GSTP1, THSB1, CDKN2A und RB1 am häufigsten Methylierungen 
auf (Liu et al. 2005). 
Perspektivisch verspricht die Kartierung der verschiedenen Aberrationen zusätzliche 
Informationen in sowohl diagnostischer als prognostisch-therapeutischer Hinsicht. 
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1. 1 .2. Glioblastome 
Glioblastome sind astrozytäre Tumoren neuroepithelialen Ursprungs und gehören zur Gruppe 
der Gliome (siehe Tabelle 1). Mit einem Anteil von zirka 20 % sind Glioblastome die 
häufigsten Hirntumoren (Ohgaki und Kleihues 2005). Alle bekannten Subtypen werden dem 
Malignitätsgrad IV zugeordnet, womit das Glioblastom zu den bösartigesten Tumoren gehört 
(Radner et al. 2002). Morphologisch charakteristisch ist das schnelle, infiltrierende Wachstum 
des Tumors, welcher sich nach Befall des Corpus callosum mitunter über beide Hemisphären 
erstrecken kann (Pietsch 2002). Eindeutige histopathologische Marker des Glioblastoms sind 
neben einer gesteigerten Zellproliferation das Vorkommen von Nekrosen, Thrombosen sowie 
mikrovaskulärer Proliferation innerhalb des Tumors (Radner et al. 2002).  
In epidemiologischen Studien weist das Glioblastom zwei Altersgipfel auf, die eine 
unterschiedliche Tumorgenese vermuten lassen. So ist die Patientenpopulation des schnell 
wachsenden, primären Glioblastoms, welches einen Anteil von 95 % aller Glioblastome 
einnimmt, im Mittel 62 Jahre alt. Das mittlere Erkrankungsalter bei den sich aus diffusen oder 
anaplastischen Astrozytomen entwickelnden sekundären Glioblastomen liegt bei 45 Jahren 
(Ohgaki et al. 2004). Trotz Neuerungen in der neurochirurgischen und onkologischen 
Therapie ist die klinische Prognose bei Glioblastomen weiterhin sehr schlecht. Die mittlere 
Überlebensrate nach Diagnosestellung sinkt von 42,2 % nach 6 Monaten auf 17,7 % nach 
einem Jahr bzw. 3,3 % nach 2 Jahren, wobei das Alter des betroffenen Patienten den größten 
Einflussfaktor auf die mittlere Überlebenszeit darstellt. Die Spanne reicht dabei von 1,6 
Monaten bei Patienten über 80 Jahren bis zu 8,8 Monaten mittlerer Überlebenszeit bei 
Patienten unter 50 Jahren (Ohgaki und Kleihues 2005). 
Bei Untersuchungen hinsichtlich genetischer Aberrationen bei Glioblastomen konnten 
besonders häufig Deletionen des Chromosoms 10q (70%) sowie Amplifikationen des EGFR-
Gens (36%) und Deletionen des aINKp 416 - Gens (31%) nachgewiesen werden. Bei den 
sekundären Glioblastomen sind neben Mutationen des TP53 Gens (65%) ebenfalls Deletionen 
des Chromsomenabschnitts 10q bei einem Großteil der Tumoren (63%) nachweisbar (Ohgaki 
et al. 2004). Weitere bekannte Mutationen bei sowohl primären als auch sekundären 
Glioblastomen betreffen die Tumorsuppressorgene CDKN2A, CDK4, RB und PTEN. Des 
Weiteren sind Deletionen bei den Chromosomenabschnitten 1p, 9p, 10p, 10q, 13q, 17p, 19q 
und 22 nachweisbar (Schmidt et al. 2002). 
Darüber hinaus sind Promotormethylierungen des Tumorsupressorgens RASSF1A bei  
Glioblastomen bekannt (Pfeifer und Dammann 2004). 
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Eine eindeutige Unterscheidung zwischen primären und sekundären Glioblastomen anhand 
histopathologischer Merkmale ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht möglich und 
unterstreicht die Relevanz zusätzlicher molekularbiologischer Diagnostik  
(Ohgaki et al. 2004). 
 
1. 1. 3. Intrakranielle Metastasen 
Intrakranielle Metastasen extrakranieller Tumoren gehören mit einem Anteil von 20-30 % 
ebenfalls zu den häufigen Hirntumoren (Radner et al. 2002). Nordamerikanische Statistiken 
belegen, dass 20-40 % der systemischen Krebserkrankungen in ihrem Verlauf mit einer 
intrakraniellen Metastasierung einhergehen (Landis et al. 1998). In Deutschland treten 
jährlich zirka 8500 Neuerkrankungen auf (Steiner et al. 1998). 
Intrakranielle Metastasen können aus unterschiedlichen Primärtumoren hervorgehen, wobei 
einige Primärtumoren in ihrer Häufigkeit überwiegen. So sind beispielsweise 50 % aller 
intrakraniellen Metastasen Tochterzellen von Bronchialkarzinomen, besonders des 
kleinzelligen Typs, was nicht zuletzt auf den Einfluss eines gemeinsamen embryonalen 
Ursprungs zurückgeführt wird (Marchetti et al. 2003). Ebenfalls häufig sind intrakranielle 
Metastasen im Rahmen eines Mammakarzinoms (15-20 %), eines malignen Melanoms  
(5-10 %) oder maligner gastrointestinaler Tumorerkrankungen (4-6 %) (Patchell 2003, Wen 
und Löffler 2000). Bei 10 % aller intrakraniellen Metastasen ist kein Primärtumor bekannt 
(Pietsch 2002). Im Unterschied zu Glioblastomen, welche ein diffus-infiltrierendes Wachstum 
aufweisen, sind metastatische Hirntumoren gewöhnlich scharf demarkiert, obgleich sie mit 
dem umgebenden Hirngewebe und Gefäßen interagieren. Grundsätzlich können intrakranielle 
Metastasen jedes Kompartiment des Zentralnervensystems befallen, wobei der Rinden-Mark-
Übergang im Bereich der Hirnhemisphären eine gewisse Vorzuglokalisation darstellt. Mehr 
als 50 % der intrakraniellen Metastasen treten solitär auf (Pietsch 2002). Generell ist nach 
dem Auftreten von intrakraniellen Metastasen von einer schlechten klinischen Prognose 
auszugehen. In Abhängigkeit vom Alter und funktionellen Status des Patienten, der 
systemischen Ausbreitung der Erkrankung und der Anzahl der Metastasen beträgt die mittlere 
Überlebenszeit zwischen 2,3 und 13,5 Monaten (Gaspar et al. 2000). Unbehandelt verringert 
sich die mittlere Überlebenszeit auf weniger als 1 Monat (Plotkin und Wen 2003).  
Untersuchungen hinsichtlich genetischer Veränderungen bei intrakraniellen Metastasen 
zeigen eine Assoziation zwischen der Häufigkeit der zerebralen Metastasierung und einer 
charakteristische Überexpression des EGFR-Gens (Torp et al. 1992). Eine erhöhte Potenz zur 
intrakraniellen Metastasierung zeigt sich auch bei Kolon-Karzinomen mit einer  
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CD44R1-Überexpression (Ponta et al. 1994) oder bei Mamma-Karzinomen mit einer S100A4 
(p9Ka) (Lloyd et al. 1998) bzw. c-erbB2 Überexpression (Roetger et al. 1998). 
Untersuchungen hinsichtlich möglicher Kopienzahlveränderungen ergaben ein gehäuftes 
Auftreten von Amplifikationen der Abschnitte 1q23, 7p12, 8q24, 17q24-q25 und 20q13 sowie 
von Deletionen der Abschnitte 4q, 5q, 9p21, 17p12, 10q23-q24 und 18q21-q22  
(Petersen et al. 2000). 
Epigenetische Veränderungen in Form von Promotormethylierungen wurden bei 
hochmalignen Zellklonen eines metastatischen Lungen-Karzinoms entdeckt und erhärten die 
Theorie eines multimodalen genetischen Ursprungs (Inbal et al. 1997). So konnten in Studien 
Hypermethylierungen des RB1-Gens in 6 von 10 Fällen und der DAP-Kinase in 9 von 10 
Fällen nachgewiesen werden (Gonzales-Gomez et al. 2003 und 2004). In Untersuchungen 
zeigten sich bei unterschiedlichen Primärtumoren Hypermethylierungen des aINKp 416 - Gens 
in 83 % und des THBS-1-Gens in 56 % der Fälle (Gonzalez-Gomez et al. 2003). 
Neben diesen Informationen bezüglich der Tumorgenese und Tumorprogression stellen 
molekularbiologische Untersuchungen auch neue diagnostische Erkenntnisse in Aussicht. So 
könnten molekularbiologsche Untersuchungen bei Metastasen mit unbekannten Primarius 
oder schwierigen histopathologischen Differentialdiagnosen von Relevanz sein. 
Zu beachten ist dabei sowohl der unterschiedliche Primarius der intrakraniellen Metastasen 
als auch die Unterscheidung zwischen relevanten und unspezifischen Veränderungen im 
Rahmen zunehmender genetischer Instabilität.  
 
1. 2. Tumorsuppressorgene  
Die Entdeckung und Isolierung der ersten Gene, welche in Zusammenhang mit der malignen 
Transformation von Zellen stehen, gelang über die Analyse Krebs-verursachender Viren 
(Payne und Kemp 2005). Diese Gene scheinen die Zellen in dominanter Art zu beeinflussen 
und erhielten aufgrund ihrer Fähigkeit zur Induktion der Onkogenese die Bezeichnung 
Onkogene (Payne und Kemp 2005). Im Vergleich dazu sind Anti-Onkogene bzw. 
Tumorsuppressorgene definiert als eine Genfamilie, deren Genprodukte die Zellteilung 
inhibieren und eine Krebs-protektive Funktion besitzen. Tumorsuppressorgene kodieren dabei 
für unterschiedlichste Proteine diverser zellulärer Mechanismen wie Zellzyklus, Detektion 
und Reparatur von DNA-Schäden, Protein-Ubiquitierung und Zellspezifizierung, als auch 
Differenzierung, Migration und Angiogenese. Ihrem Funktionsverlust aufgrund 
verschiedenartiger Mutationen folgt eine fehlende Inhibition der Zellteilung mit ungebremster 
Vermehrung der Zelle (Sherr 2004). Im Vergleich zu Onkogenen treten Tumorsuppressorgene 
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allgemein rezessiv in Erscheinung und müssen für die maligne Entartung der Zelle 
vollständig, also homozygot, inaktiviert sein. Diese Eigenschaft wurde bereits anhand einer 
statistischen Auswertung der Prävalenz von unilateralen und bilateralen Retinoblastomen 
durch Knudson im Jahre 1971 beobachtet. Die Auswertung der Ergebnisse mündete in der 
Postulierung der „two-hit“-Hypothese für die Wirkung von Tumorsuppressorgenen (Knudson 
1971). Diskutiert wird aber auch die Bedeutung eines heterozygoten Verlustes mehrerer 
Tumorsuppressorgene innerhalb eines Tumors, zeigt sich doch bei mehreren Genen eine 
Funktionsabhängigkeit der Genprodukte von der „Gen-Dosis“ (Payne und Kemp 2005). Das 
Phänomen einer pathologischen Veränderung des Phänotyps aufgrund eines heterozygoten 
Verlustes eines rezessiven Gens wurde bereits 1917 anhand Drosophilastudien beschrieben 
und mündete in dem Begriff der Haploinsuffizienz („one hit is enough“) (Bridges 1917). Bei 
verschiedenen Tumorsuppressorgenen konnte das Phänomen der Haploinsuffizienz 
nachgewiesen werden, was die Aussage über einen ausschließlich rezessiven Charakter der 
Tumorsuppressorgene in Frage stellt (Fero et al. 1998, Venkatachalam et al. 1998). Neben 
ihrer Rolle in der Genese von malignen Tumoren nehmen Tumorsuppressorgene auch eine 
entscheidende Rolle in der Progression von Tumoren ein (Payne und Kemp 2005).  
 
1. 2. 1. zelluläre Funktion und Bedeutung ausgewählterTumorsuppressorgenen 
Die heute mehr als 50 bekannten Tumorsuppressorgene kodieren meist für Regulatoren der 
Zellteilung, DNA-Reparatur-Proteine oder Transkriptionsmodifikatoren. In den meisten 
Tumoren zeigt sich eine Akkumulation von Aberrationen mehrerer Tumorsuppressorgene, 
was auf eine Bedeutung der Gene in Tumorgenese und Progression hinweist (Poremba et al. 
1999). Für die prototypischen Tumorsuppressorgene können drei charakteristische 
Eigenschaften festgehalten werden:  
1. Tumorsuppressorgene verhalten sich rezessiv, d.h. für die Entstehung eines Tumors ist ein 
 homozygoter Verlust des Gens notwendig, sei es aufgrund hereditärer oder somatischer  
 Ursachen. 
2. Die Vererbung eines Allels mit mutiertem Tumorsuppressorgens prädisponiert für die  
 Entwicklung eines Tumors, da ein möglicher Funktionsverlust des verbliebenen Allels 
 einen vollständigen Verlust der Krebs-protektiven Funktion bedeutet. 
3. Mutationen auf Keimbahnebene können die Ursache für eine familiäre Häufung von 
 Krebserkrankungen sein, wobei Aberrationen der entsprechenden Gene auch bei 
 sporadischen Tumoren auftreten (Sherr 2004). 
Exemplarisch folgen Erläuterungen zu den bekanntesten Tumorsuppressorgenen. 
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1. 2 .1. 1. p53 
Das Tumorsuppressorgen TP53 ist auf der Bande 13 des Chromosoms 17p lokalisiert und 
kodiert für ein nukleäres Phosphoprotein, welches 53 kD groß ist (Guimares und Hainaut 
2002). Mehr als 20 Jahre nach seiner Entdeckung belegen zahlreiche Untersuchungen, dass 
das Tumorsuppressorgen TP53 eine zentrale Rolle in den molekularen Grundlagen der 
Tumorgenese einnimmt. Es gilt tumorübergreifend als das am häufigsten einzeln veränderte 
Gen bei malignen humanen Tumoren (Olivier et al. 2002). Das Transkriptionsprodukt des 
Tumorsuppressorgens nimmt im Zellzyklus einer apathogenen Zelle die Rolle eines nukleären 
Transkriptionsfaktors ein, welcher als Regulator beim Übergang der Zelle von der G1-Phase 
in die S-Phase fungiert (Guimaraes und Hainaut 2002).  
Unter apathogenen Bedingungen wird p53 in nahezu allen Gewebsarten nur gering 
exprimiert. Kommt es durch verschiedene Einflüsse, wie z.B. Hypoxie, zu einer vermehrten 
Expression und Aktivierung, werden mittels posttranskriptioneller Modifikation oder direkter 
Proteinbindung mehrere antiproliferative Kaskaden koordiniert (Vogelstein et al. 2000). Die 
kanzeroprotektive Bedeutung des Gens wird an mehreren Beispielen deutlich. 
So sind beim Li-Fraumeni-Syndrom, welches eine familiäre Disposition für das Auftreten von 
multiplen, verschiedenartigen Tumoren wie Brustkrebs oder auch intrakraniellen Tumoren 
darstellt, häufig Keimbahn-Mutationen des TP53-Gens nachweisbar (Kleihues et al. 1997). 
Auch im Mausmodell zeigt sich bei Mäusen mit einer TP53-Mutation eine erhöhte Inzidenz 
von früh auftretenden, multiplen Tumoren (Mills et al. 1999). 
Im Vergleich zu anderen Tumorsuppressorgenen handelt es sich bei über 75 % der 
Mutationen des TP53 um missense-Mutationen, bei denen eine einzelne Aminosäure durch 
eine andere substituiert ist. Unter den mehr als 15.000 bekannten Mutationen des TP53-Gens 
sind Veränderungen an allen 11 Exons bekannt, wobei Mutationen der Exons 4-9 dominieren 
(Hainaut und Hollstein 2000). 
Der Funktionsverlust des Gens bedingt einen Selektionsvorteil der betroffenen Zellen und ist 
somit Basis für das rapide Wachstum und die Progression von malignen Tumoren (Guimaraes 
und Hainaut 2002). Entsprechend kann der Nachweis von Mutationen des TP53-Gens auch 
als Marker für die Klonalität angesehen werden. Obgleich bei vielen Tumoren eine Mutation 
des TP53-Gens nachweisbar ist, kann nicht davon ausgegangen werden, dass sich das Gen auf 
einer Region des menschlichen Genoms befindet, welche übermäßig häufig von Mutationen 




1. 2. 1. 2. CDKN2A 
5 bis 12 % aller malignen Melanome treten innerhalb von Familien mit einer genetischen 
Prädisposition auf (Goldstein 2004). Unter dieser Population sind innerhalb Nordamerikas, 
Europas und Australiens wiederum 20 % von einer CDKN2A-Mutation betroffen, weshalb 
eine Inaktivierung dieses Gens der zentrale genetische Risikofaktor für die Entwicklung eines 
malignen Melanoms ist (Goldstein 2004). Des Weiteren sind Mutationen des CDKN2A-Gens 
auch bei Pankreas-Karzinomen und Glioblastomen gehäuft nachweisbar (Goldstein 2004). 
Das CDKN2A-Gen ist auf der Bande 21 des Chromosom 9p lokalisiert und kodiert mit Hilfe 
eines alternativen Leserahmens und anschließendem posttranskriptionellem Splicing für 2 
verschiedene Proteine (Kamb et al. 1994, Nobori et al. 1994). Das so genannte α-Transkript 
kodiert dabei für das Protein p16, welches die Aktivität der Cyclin-abhängigen- Kinase 4 oder 
6 (CDK 4 und CDK 6) inhibiert. Diese Komplexe phosphorylieren wiederum das 
Retinoblastomprotein, was nunmehr den Übergang der Zelle vom G1-Stadium in das S-
Stadium gewährleistet (Serrano et al. 1993). Durch das alternative ß-Transkript wird das 
Protein ARFp14  kodiert, welches mit Hilfe des p53-Proteins in der Lage ist, den Zellzyklus im 
G1-Stadium zu arretieren (Zhang et al. 1998). Somit nehmen beide Transkriptionsprodukte 
des CDKN2A-Gens die Funktion eines Tumorsuppressorgens ein. 
 
1. 2. 1 .3. RB 
Durch statistische Analyse der Verteilung des Erkrankungsalters bei Retinoblastom-Patienten 
mit oder ohne familiäre Prädisposition gelangte Alfred Knudson in den Jahren 1971 und 1973 
zu der Hypothese, dass zwei Mutationen zur Ausbildung eines Retinoblastoms notwendig 
sind („two-hit“-Hypothese). Dabei spreche ein frühes und beidseitiges Auftreten des Tumors 
für eine Mutation auf der Ebene der Keimbahn (Knudson 1971). Ein genetischer Nachweis 
gelang mit Hilfe von Banden-Färbungen im Jahre 1976, wobei eine Deletion der Region 
13q14 nachgewiesen werden konnte (Knudson et al. 1976). Die Klonierung des 
entsprechenden Gen-Abschnitts erfolgte durch Friend et al. (Friend et al. 1986). 
Das Retinoblastom-Gen bildet mit den Genen p107 und p130 eine Gen-Familie, die 
gemeinsam Programme der Zellzyklus-Progression, Apoptose und Differenzierung 
kontrollieren. Dabei ist besonders innerhalb der G1-Phase des Zellzyklusses eine erhöhte 
Aktivität der Gen-Familie erkennbar (Sherr 2004). Das Genprodukt interagiert mit 
bestimmten Transkriptionsfaktoren, von denen jene mit dem Transkriptionsfaktor E2F am 
besten charakterisiert ist. Der Transkriptionsfaktor E2F wiederum kontrolliert u. a. den 
Metabolismus der DNA. Seine Expression ist notwendig, um Zellen zu befähigen, die  
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S-Phase des Zellzyklusses zu erreichen (Nevins 2001, Trimarchi und Lees 2002). Durch 
Bindung an E2F-Rezeptoren verhindern die Proteine der Retinoblastom-Familie durch 
Aktivierung von Histon-Deacetylasen und Chromatin-Remodelling-Faktoren die Expression 
der notwendigen Loci (Harbour und Dean 2000). Durch eine Phosphorylierung der Proteine 
der Retinoblastom-Familie durch mitogen-aktivierte Cyclin-abhängige Kinasen kann dieser 
Mechanismus unterdrückt werden und ein Übergang der Zellen in die S-Phase gewährleistet 
werden (Weinberg 1995). 
Da der funktionelle Ausfall dieser Kaskade einen Verlust der Zellzykluskontrolle nach sich 
zieht, nimmt das Retinoblastom-Gen die Rolle eines klassischen Tumorsuppressorgens ein. 
 
1. 2. 1. 4. BRCA1 und BRCA2 
Bei zirka 5 % aller Mamma-Karzinome zeigt sich eine familiäre Häufung, der ein autosomal-
dominanter Erbgang mit unvollständiger Penetranz zugrunde liegt (Rosen et al. 2003). Als 
genotypisches Korrelat wurde zunächst eine Deletion des Chromosoms 17q identifiziert (Hall 
et al. 1990). Das von der Deletion betroffene Gen, BRCA1, konnte 1994 identifiziert werden, 
wobei sich allerdings eine Mutation des Gens bei hereditären Formen nur in 45 % der 
Tumoren Häufung nachweisen ließ (Smith et al. 1992, Neuhausen und Marshall 1994). Die 
daraufhin geäußerte Vermutung eines weiteren, für die Entwicklung eines Mamma-
Karzinoms verantwortlichen Gens bestätigte sich 1995 mit der Entdeckung des 
Tumorsuppressorgens BRCA2 auf dem Abschnitt 13q12.3 (Wooster et al. 1994 und 1995). 
Neben einem gehäuften Funktionsverlust der Gene bei hereditären Formen des Ovarial- und 
Mammakarzinoms sind Mutationen auch bei Karzinomen des Pankreas und der Prostata 
nachweisbar (Rahmann und Stratton 1998).  
Die von den beiden Genen jeweils synthetisierten Proteine erfüllen verschiedene Aufgaben 
innerhalb der DNA-Reparatur-Mechanismen. Weitere Funktionen sind die transkriptionelle 
Antwort auf eine DNA-Schädigung sowie die Kontrolle des Zellzyklus (Yoshida und Miki 
2004). Diese Funktionen erklären den mit dem Funktionsverlust der Gene assoziierten 
Phänotyp und klassifizieren beide Gene als Tumorsuppresogene. 
Da bei sporadischen Formen des Mamma-Karzinoms nur selten Mutationen des BRCA1 oder 
BRCA-2-Gens nachgewiesen werden können, besitzt die Erfassung hereditärer Formen einen 





1. 2. 2. Inaktivierungsmechanismen 
Der Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen ist eine der genetischen Ursachen für die 
Entwicklung von malignen Tumoren (Sherr 2004). Entsprechend der bereits erwähnten  
„two-hit“-Hypothese ist ein Effekt in der Regel an die Inaktivierung beider Allele gebunden 
(Knudson 1971). Laut Vogelstein und Kinzler sind je nach Tumorentität zwischen 2 und 7 
spezifischen Änderungen des Genoms notwendig, um eine maligne Transformation zu 
induzieren, welche letztendlich in einem klinisch manifesten Tumor resultiert (Vogelstein und 
Kinzler 1993). Neben der Entstehung von malignen Tumoren ist auch die Progression von 
malignen Neoplasien durch eine Akkumulation von multiplen genetischen Alterationen 
gekennzeichnet (Zheng et al. 2005). Verschiedene Mechanismen können dieser Inaktivierung 
zu Grunde liegen, wobei genetische und epigenetische Veränderungen unterschieden werden.  
 
1. 2. 2. 1. Punktmutationen 
Als Punktmutation wird die Veränderungen einer einzelnen oder weniger Basen innerhalb der 
DNS verstanden, wobei es zwischen unterschiedlichen Mechanismen zu unterscheiden gilt. 
Eine Möglichkeit besteht in dem Ersatz einer Base durch eine andere, ursprünglich nicht an 
dieser Position gesetzten Base, was als Substitution bezeichnet wird. Als Ergebnis einer 
Substitution kann sowohl eine sinnverändernde, so genannte „missense“-Mutation als auch 
eine sinnentstellende, so genannte „nonsense“-Mutation resultieren, bei der durch den 
Austausch einer einzelnen Base ein Stop-Codon entsteht, welches eine weitere Translation 
des Proteins inhibiert. 
Neben der Substitution können Punktmutationen auch durch Deletionen oder Insertionen 
erfolgen. Dabei kennzeichnet der Begriff der Deletion im Rahmen von Punktmutationen den 
Verlust einer oder weniger Basen, während es bei der Insertion zu einer zusätzlichen 
Einfügung einer oder weniger Basen innerhalb des DNS-Stranges kommt. Durch die 
numerische Veränderung der Basen kommt es zusätzlich zu einer Verschiebung des 
Leserasters, wodurch eine regelrechte Transkription nicht mehr gewährleistet werden kann. 
Das nach links oder rechts verschobene Leseraster bedingt somit die Synthese eines völlig 







1. 2. 2. 2. Deletionen 
Neben Punktmutationen stellen Deletionen einen weiteren Inaktivierungsmechanismus von 
Genen dar. Dabei bezeichnet der Begriff der Deletion unabhängig von der Ursache einen 
Verlust vieler Nukleotide, ganzer Genabschnitte oder sogar mehrerer Gene. Solch ein Verlust 
ist häufig Folge von Doppelstrangbrüchen der DNS. Ursachen der Doppelstrangbrüche sind 
neben ionisierender Strahlung auch die Wirkung freier Radikale als Produkte des oxidativen 
Stoffwechsels. Darüber hinaus treten Doppelstrangbrüche auch spontan im Rahmen der DNS-
Replikation auf (Pastwa und Blasiak 2003). Doppelstrangbrüche vermindern die genomische 
Stabilität und können Ursache für Mutationen, maligne Entartung oder Zelltod sein (Iliakis et 
al. 2004). Für die Korrektur bzw. Reparatur der Doppelstrangbrüche existieren verschiedene 
zelluläre Mechanismen. Bei der homologen direkten Reparatur (HDR) werden fehlende 
Nukleotide sequenzgetreu ersetzt. Im Gegensatz dazu werden bei dem Prozess des non-
homologous-end-joining (NHEJ) die entstandenen DNS-Enden ohne Wiederherstellung der 
Ursprungssequenz miteinander verbunden (Iliakis et al. 2004). Darüber hinaus kann es nach 
Doppelstrangbrüchen zwischen ähnlichen, meist repetitiven Sequenzen zu einer 
Rekombination kommen, was als non-allelic-homologous-recombination (NAHR) bezeichnet 
wird (Lupski 2004). Unzureichend oder falsch reparierte Sequenzen von 
Tumorsuppressorgenen können zu einer malignen Entartung der betroffenen Zelle führen 
(Pastwa und Blasiak 2003). Entsprechend häufig sind maligne neoplastische Erkrankungen 
mit Inversionen, Translokationen und großen Deletionen assoziiert, die Folge von 
Doppelstrangbrüchen sein können (Lengauer et al. 1998). 
 
1. 2. 2. 3. Amplifikationen 
Neben Punktmutationen und Deletionen tragen auch Amplifikationen zur genetischen 
Instabilität maligner Tumorzellen bei (Schwab 1999). Verschiedene Mechanismen können 
dabei Ursache der Vervielfältigung einzelner chromosomaler Abschnitte sein. Häufig sind 
Amplifikationen mit der Formation sogenannter double-minute-Chromosomen assoziiert 
(Brison 1993, Hahn 1993). Darüber hinaus sind Amplifikationen auch das Resultat von 
Strangbrüchen mit anschließender Hybridisierung und Brückenbildung (McClintock 1941). 
Dabei führt die verminderte Stabilität der Telomere in Tumorzellen häufig zu einer 
fehlerhaften Fusion von DNS-Bruchstücken (Lo et al. 2002). Neben unspezifischen 
Amplifikationen nimmt vor allem die Kopienzahlvervielfältigung und resultierende 
Überexpression von Onkogenen eine große Rolle in der Entstehung und Progression maligner 
Tumoren ein (Brison 1993).  
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Beispielhaft ist eine Überexpression infolge Genamplifikation des ERB2-Gens, die bei 
Karzinomen der Mamma, des Magens oder des Ovars häufig nachweisbar ist  
(Poremba et al. 1999).  
 
1. 2. 2 .3. Promotormetyhlierungen 
Ein weiterer Inaktivierungsmechanismus von Genen ist das Phänomen der Methylierung, 
welche sowohl an Promotorregionen, als auch an weiteren Genabschnitten erfolgen kann.  
Im Vergleich zu Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen resultiert eine Methylierung 
trotz Weitergabe bei der Zellteilung nicht in einer Veränderung der ursprünglichen Nukleotid-
sequenz. Entsprechend werden Methylierungen, als epigenetische Veränderungen bezeichnet 
(Bird 2002, Jones und Baylin 2002).  
Die Methylierung der DNS tritt durch kovalente Bindung von Methylgruppen am 5. 
Kohlenstoffatom des Cytosin-Rings auf (Bird 2002). Die Methylierung wird von DNS-
Methyltransferasen katalysiert, deren Expression bei verschiedenen malignen Tumoren 
signifikant erhöht ist (Luczak und Jagodzinski 2006). Das resultierende 5-Methylcytosin 
befindet sich hauptsächlich an Cytosin-Guanin-Dinukleotiden, welche wiederum besonders 
häufig in Nähe der Transkriptions-induzierenden Promotoren lokalisiert sind und sogenannte 
CpG-Inseln bilden. (Herman und Baylin 2003). Diese CpG-Inseln sind bei apathogenen 
somatischen Zellen üblicherweise unmethyliert, um eine Genexpression zu gewährleisten, 
während eine Methylierung vor allem in nicht-kodierenden DNS-Regionen eine Transkription 
verhindert (Bird 2002). Diese Blockierung der Transkription gewährleistet eine hohe 
genetische Stabilität.  
Des Weiteren spielen Methylierungen eine entscheidende Rolle bei der Inaktivierung von 
Genen der X-Chromosomen bei Frauen (Imprinting), wodurch nur das väterliche oder das 
mütterliche Gen exprimiert wird (Bird 2002, Herman und Baylin 2003). 
Eine Methylierung von Tumorsuppressorgenen als epigenetische Veränderung resultiert 
ebenso in einem heterozygoten Funktionsverlust des Gens wie genetische Mutationen. 
Entsprechend der bereits erwähnten „two-hit“-Hypothese verursacht die Methylierung eines 
Tumorsuppressorgens zusammen mit einer Aberration des zweiten Allels die vollständige 
biallele Inaktivierung.  
Die Häufigkeit von Methylierungen bei Tumoren wird studienübergreifend auf dem Niveau 
genetischer Mutationen vermutet, wobei eine Rolle sowohl in der Tumorentstehung als auch 
der Tumorprogression bei der Vielzahl der betroffenen Gene wahrscheinlich ist  
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(Baylin 2005). Methylierungen sind besonders häufig in Tumorzellen nachweisbar, wobei 
durch Methylierung von Promotorregionen ein Funktionsverlust der betroffenen 
Tumorsuppressorgene resultiert (Jones und Baylin 2002, Herman und Baylin 2003). 
 
 
1. 2. 3. Bedeutung der Erfassung inaktivierter Tumorsuppressorgene 
Die traditionelle Beschreibung von Tumoren beschränkt sich meist auf das makroskopische 
und histopathologische Erscheinungsbild, fakultativ kombiniert mit immun- oder 
enzymhistochemischen Verfahren. Die daraus erhaltenen Kenntnisse haben einen deskriptiven 
und klassifizierenden Charakter und geben teilweise auch einen Hinweis auf das biologische 
Verhalten (Malignität) des Tumors. Kenntnisse über Mutationen einzelner 
Tumorsuppressorgene vervollständigen zunehmend die Charakterisierung und 
Differenzierung der verschiedenen Tumoren und geben darüber hinaus Informationen über 
den Malignitäts- und Progressionsgrad (Zheng et al. 2005). Neue Erkenntnisse hinsichtlich 
der Tumorbiologie erhofft man sich aus der Charakterisierung von Tumoren auf molekularer 
Ebene, nicht zuletzt um neue therapeutische Ansätze zu entdecken und eine zunehmende 
Individualisierung in der Behandlung zu ermöglichen (Ramaswamy und Golub 2002). Der 
Inaktivierungsstatus von Tumorsuppressorgenen könnte in dieser Hinsicht als molekularer 
Marker für die Diagnose und Prognose von Bedeutung sein, Hinweise über die 
Chemosensitivität liefern und zum näheren Verständnis der Tumorbiologie beitragen. 
Beispielhaft erlauben detektierte Duplikationen und Deletionen der Tumorsupressorgene 
BRCA1 oder MLH1/MSH2 eine Aussage hinsichtlich einer Prädisposition zur Entwicklung 
von Mamma- bzw. Kolonkarzinomen (Petriji-Bosch et al. 1997, Wijnen et al. 1998). Die 
Bedeutung von Tumorsuppressorgenen für die Entstehung von Tumoren beruht auf der 
Diversität der verschiedenen Einflüsse. Im Gegensatz zu Protoonkogenen bzw. Onkogenen, 
welche meist in dieselben funktionellen Prozesse involviert sind, besitzen 
Tumorsuppressorgene eine Krebs-protektive Funktion (Poremba et al. 1999). Kenntnisse über 
den kombinierten Inaktivierungsstatus von Tumorsuppressorgenen könnten somit auch zu 




1. 3. Methoden zur Erfassung von Aberrationen 
1. 3. 1. Herkömmliche Methoden 
1. 3. 1. 1. Karyotypisierung 
Die als Karyotypisierung bekannte Färbung von Metaphase-Chromsomen nach Giemsa stellt 
das älteste Verfahren zur Untersuchung der chromosomalen Integrität dar. Sie ist relativ 
unsensitiv, da sie nur den Nachweis von Deletionen bzw. Amplifikationen großer 
genomischer Abschnitte ermöglicht (Gray und Collins 2000). Die Giemsa Färbung eignet sich 
besonders bei Leukämien und Lymphomen zur Detektion von chromosomalen Aberrationen 
(Rowley 1998). Im Gegensatz dazu ist sie aufgrund der schwierigen Präparation von 
Metaphase-Chromosomen bei der Untersuchung von soliden Tumoren ungeeignet. Zusätzlich 
erschwert die Vielzahl der strukturellen Veränderungen die Interpretation des Karyotyps bei 
soliden Tumoren (Gray und Collins 2000). 
 
1. 3. 1. 2. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  
Im Vergleich zur unspezifischen Bandenfärbung erlaubt die spezifische Bindung von Markern 
an Metaphase-Chromosomen bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) eine 
genauere Analyse struktureller Aberrationen (Gray und Collins 2000). Die Verwendung von 
markierten Oligonukleotiden bedingt im Vergleich zur unspezifischen Bandenfärbung eine 
Vorauswahl der zu untersuchenden Loci. Dabei besteht durch die Verwendung verschiedener 
Markierungen die Möglichkeit einer simultanen Untersuchung einer Vielzahl spezifischer 
Loci (Fleischman et al. 1999). Trotz der höheren Spezifität ist die Anwendung der 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bei soliden Tumoren erneut aufgrund der schwierigen 
Interpretation der komplexen Veränderungen des Karyotyps limitiert. Zusätzlich besteht eine 
Abhängigkeit der Methode von der Verfügbarkeit von Metaphasechromosomen, die eine 
Anwendung bei Tumoren mit geringerer Proliferationsrate einschränkt (Teixeira 2002). 
 
1. 3. 1. 3. Vergleichende Genomhybridisierung  
Besonders bei der Untersuchung chromosomaler Aberrationen solider Tumoren bietet die 
vergleichende genomische Hybridisierung (comparative genomic hybridisation = CGH) den 
Vorteil einer direkten Untersuchung von Tumorgewebe ohne aufwendige Isolation von 
Metaphase-Chromosomen oder Anzüchtung spezifischer Zelllinien (Weiss et al. 1999). Bei 
dieser Methode wird Tumor-DNS mit einem grünen, fluoreszierenden Farbstoff markiert und 
mit normaler DNS, welche mit einem roten, fluoreszierenden Farbstoff versehen ist, im 
Verhältnis 1:1 gemischt. Nach Zugabe einer Referenz-DNS konkurrieren beide markierte 
 21 
DNS-Stränge um die Bindung am komplementären DNS-Strang (Kallioniemi et al. 1994). 
Die Rot- oder Grünverschiebung des Misch-Fluoreszenz-Signals ermöglicht anschließend die 
genom-weite Detektion von Kopienzahlveränderungen. Allerdings können mittels 
vergleichender genomischer Hybridisierung strukturelle Veränderungen, wie Inversionen oder 
balancierte Translokationen nicht detektiert werden. Für den Nachweis einer 
Kopienzahlveränderung mittels CGH beträgt die Sensitivitätsschwelle zwischen 10 und 20 
Mb und ist somit gegenüber PCR-basierten Methoden geringer (Weiss et al. 1999).  
 
1. 3. 1. 4. Mikrosatelliten-basierter Nachweis von Heterozygositätsverlusten  
Nicht-kodierende, hochrepetitive Sequenzen werden ebenfalls für den Nachweis von 
Deletionen verwendet. Diese Sequenzen, so genannte Mikrosatelliten, kommen in 
unterschiedlicher Länge vor. Entsprechend sind in einem Individuum oft zwei verschiedene 
Allele anzutreffen (Heterozygosität). Die wiederkehrenden Sequenzen ermöglichen den 
Einsatz von Universal-Primern bei einer Amplifizierung mittels PCR. Ein Verlust von 
chromosomalen Abschnitten wird anhand des Verlustes der Heterozygosität (loss of 
heterozygosity = LOH) der repetitiven Sequenzen detektiert.  
Vorteil des PCR-basierten Verfahrens ist eine höhere Spezifität, die im Vergleich zur 
vergleichenden genomischen Hybridisierung (CGH) die Detektion kleinerer chromosomaler 
Veränderungen erlaubt. Dabei muss allerdings auch eine Vorauswahl der verschiedenen Loci 
getroffen werden. Ein entscheidender Nachteil ist die Notwendigkeit einer „gesunden“ 
Referenz DNS vom selben Patienten (Tomlinson et al. 2002). 
 
Auf die genannten Methoden trifft daher für die Untersuchung von veränderten 
Tumorsuppressorgenen mindestens einer der folgenden Nachteile zu: 
1. geringe Sensitivität 
2. keine direkte Untersuchung von Tumormaterial möglich 
3. Notwendigkeit einer Vergleichs-DNS aus peripheren Blutzellen 
4. kein Nachweis von Methylierungen 
5. hoher technischer Aufwand 
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1. 3. 2. Multiplex ligation-dependent probe amplification 
1. 3. 2. 1. Prinzip des MLPA-Verfahrens 
Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) ermöglicht eine relative 
Quantifizierung von bis zu 50 verschiedenen DNS-Sequenzen in einem Arbeitsschritt und 
erlaubt somit einen Rückschluss auf Veränderungen der Kopienanzahl verschiedener Gene 
(Schouten et al. 2002). Mit einer Modifikation der Methode lässt sich darüber hinaus auch der  
Methylierungsstatus der untersuchten Abschnitte ermitteln. Beide Verfahren seien im 
Folgenden näher erläutert. 
Bei dem MLPA-Verfahren kommen sogenannte Probes zur Anwendung, welche in 
Abhängigkeit vom Status des zu untersuchenden Tumorsuppressorgens amplifiziert werden. 
Jede dieser MLPA-Proben besteht aus einem kurzem synthetischem und einem langen, durch 
M13-Phagen synthetisiertem Oligonukleotid. Das kurze, synthetische Oligonukleotid trägt am 
3`-Ende die Zielsequenz und am 5`-Ende eine universelle Sequenz zur späteren 
Amplifizierung der Probe. Das lange Oligonukleotid trägt an seinem 5`-Ende eine 
Zielsequenz, welche sich direkt neben der Bindungsstelle des kurzen Oligonukleotids an der 
DNS anlagert. Neben der Bindungsstelle für die PCR-Amplifikation am 3`Ende zeichnet sich 
das lange Oligonukleotid noch durch eine Füllsequenz mit einer Größe von 19 bis 370 
Nukleotiden zwischen dem 3`und 5`-Ende aus, die eine Größendivergenz der verschiedenen 
PCR-Produkte bedingt und somit deren elektrophoretische Auftrennung ermöglicht. 
Wie in der nachfolgenden Abbildung 1 erkennbar, erfolgt nach Bindung und Hybridisierung 
der beiden Oligonukleotide an ihrer Zielsequenz die Ligation der beiden Enden. Da alle 
ligierten Proben identische Sequenzen an ihren 5`und 3`-Enden tragen, ist anschließend eine 
simultane Amplifikation durch ein einzelnes Primer-Paar möglich. Die entstehenden PCR-
Produkte besitzen eine Größe zwischen 130 und 480 Basenpaaren mit einer jeweiligen 
Längendifferenz zwischen 6 bis 9 Basenpaaren.  
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Abbildung 1 : schematische Darstellung des MLPA-Verfahrens
a) Bindung der beiden sequenzspezischen Oligonukleotide (MLPA-Proben)
an den Zielsequenzen; Darstellung einer Deletion bei Zielsequenz B
b) Hybridisierung der MLPA-Proben mit Proben-DNS
c) Ligation der MLPA-Proben
d) Amplifikation der Probes in Abhängigkeit der Kopienzahl der Zielsequenz;







Die entstehenden PCR-Produkte werden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt 
und ihre Bandenstärke densitometrisch ausgewertet. Eine Aussage hinsichtlich der 
Kopienzahl der einzelnen Zielsequenzen anhand der Bandenstärke kann erst nach 
Normalisierung der Signalintensitäten erfolgen, da sich das relative Signal zwischen den 
einzelnen Amplifikationsprodukten unterscheidet (Schouten et al. 2007). Mit Hilfe der 
erhältlichen Probe-Mixe können somit zwischen 35 und 42 Zielsequenzen amplifiziert und 
aufgetragen werden. Vorteilhaft ist neben der hohen Anzahl der Zielsequenzen, die in einem 
Arbeitsschritt untersucht werden können, auch die geringe Größe der Oligonukleotide. 
Dadurch wird eine genauere Mutationsanalyse, z.B. einzelner Exons, auch von benachbarten 
Zielsequenzen ermöglicht, ohne dass überlappende Oligonukleotide um die Zielsequenzen 
konkurrieren (Schouten et al. 2002).  
Das MLPA-Verfahren erlaubt die direkte Untersuchung von Tumorgewebe. Für die simultane 
Untersuchung der verschiedenen Loci werden pro Versuchsanordnung und Tumorprobe nur 
25 ng DNS benötigt, was je nach Gewebeart einer Probenmenge zwischen 10 und 25 mg 
entspricht. Für den Nachweis genetischer und epigenetischer Veränderungen in Tumoren ist 
dabei nur ein Anteil von 50 % Tumor-DNS notwendig (Jeuken et al. 2006). 
Entsprechend dem Studiendesign können mit Hilfe verschiedener MLPA-Proben 
unterschiedlichste Fragestellungen bearbeitet werden. Dabei können sich alle verwendeten 
MLPA-Proben auch nur gegen einzelne Exons richten. Erfolgreiche Anwendung fand das 
MLPA-Verfahren neben der Tumor-Genetik auch in der Detektion von telomeren Inbalancen 
bei mentaler Retardierung und dem Nachweis von Trisomien (Ahn et al. 2007) 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die MLPA-Reaktion im Vergleich zu herkömmlichen 
Methoden schnell, relativ kostengünstig und mit der üblichen Ausstattung eines 
molekularbiologischen Labors einfach durchzuführen ist und für die hier angestrebten 
Untersuchungen gut geeignet ist.  
 
1. 3. 2. 2. Prinzip des MS-MLPA-Verfahrens 
Neben dem Nachweis von Deletionen oder Amplifikationen von Genen können mit Hilfe des 
MLPA-Verfahrens in einem gesonderten Reaktionsschritt Methylierungen von Zielsequenzen 
erfasst werden. Das methylation-specific (MS)-MLPA-Verfahren beruht dabei auf der 
Kombination aus Ligation der Probes und einem möglichem Verdau des DNS-Probe-Hybrids 
durch eine Methylgruppen-sensitive Endonuklease. Nach Zugabe der Endonuklease kommt es 
nur zu einem Verdau der nicht-methylierten Hybride. Die Methylierung der untersuchten 
Abschnitte wird folglich durch einer zusätzlichen Signalbande in der anschließenden 
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Gelelektrophorese nachgewiesen. Im Gegensatz zur densitometrischen Auswertung des 
Signals bei der Betrachtung möglicher Kopienzahlveränderungen kann anhand des 
Vorhandenseins oder Fehlens einer Signalbande eine binäre Entscheidung über den 
Methylierungsstatus getroffen werden. Bei den hier untersuchten Tumorsuppressorgenen 

































Die vorliegende Arbeit verfolgt folgende Zielstellungen: 
 
• Erfassung von Kopienzahlveränderungen und Promotormethylierungen von 
Tumorsuppressorgenen bei intrakraniellen Tumoren mit Hilfe des MS-MLPA-
Verfahrens.  
 
• Vergleich der erhobenen Daten mit Ergebnissen methodisch differierender Studien. 
 




3. Material und Methoden 
 
3. 1. Statistische Angaben der untersuchten Tumorproben 
Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Tumorproben durchgeführt, welche im Rahmen 
eines Gemeinschaftsprojekts zwischen dem Institut für klinische Chemie und 
Laboratoriumsdiagnostik und der Klinik für Neurochirurgie der Friedrich-Schiller-Universität 
Jena gesammelt wurden. Nach einer operativen Resektion der Tumoren durch die Klinik für 
Neurochirurgie erfolgte eine Lagerung des hier verwendeten Tumoranteils bei -80° Celsius. 
Um die Personenschutzrechte der betroffenen Patienten zu wahren, wurden die Proben 
anonymisiert. Insgesamt standen 29 Tumoren für die Untersuchungen zur Verfügung, 
darunter 15 Meningeome (10 x Grad I, 3 x Grad II und 2 x Grad III), 7 Gliome                       
(6 Glioblastome, 1 Astrozytom Grad III) sowie 7 intrakranielle Metastasen. Ursprung der 
Metastasen waren dabei Karzinome der Mamma (2x) und des Rektums (1x), sowie das 
maligne Melanom (2x) und das Nierenzellkarzinom (1x). Bei einer Metastase konnte zu 
Beginn der Untersuchungen klinisch noch kein Primarius gesichert werden. 
Das Durchschnittalter der Patienten mit einem Meningeom beträgt 61,1 Jahre (Min = 32 
Jahre, Max = 81 Jahre, Median = 66 Jahre), wobei 68,7 % (11 von 15) der betroffenen 
Patienten weiblichen Geschlechts sind.  
51,4 Jahre (Min = 42 Jahre, Max = 67 Jahre, Median = 42 Jahre) beträgt das 
Durchschnittsalter der Patienten mit einem Gliom. In dieser Population stellt das männliche 
Geschlecht mit 71,4 % (5 von 7) den größeren Anteil dar. 
Bei Patienten, die von einer intrakraniellen Metastase betroffen sind, beträgt das 
durchschnittliche Alter innerhalb der Tumorproben 64 Jahre (Min = 53 Jahre, Max = 76 Jahre, 
Median = 64 Jahre). 42,8 % (3 von 7) der Tumorproben sind männlichen Ursprungs. 57,1 % 
(4 von 7) der intrakraniellen Metastasen stammen von weiblichen Patienten. 
Das Gesamtdurchschnittsalter aller Patienten beträgt 59,4 Jahre (Min = 32 Jahre, Max = 81 
Jahre, Median = 62). Frauen stellen mit 58,6 % (17 von 29) aller Tumorproben gegenüber 






































3. 2. Aufarbeitung der Tumorproben 
Nach Anonymisierung wurden die einzelnen Proben gewogen. Das Ausgangsgewicht der 
Proben divergierte dabei zwischen 2,29 g und 66 mg. Um das zur Lyse der DNS empfohlene 
Gewicht von 25 mg zu gewährleisten, wurden die Proben anschließend in kleinere 
Einzelstücke zerteilt.  
Für eine Einschätzung des Tumoranteils innerhalb der zur Verfügung gestellten Proben 
wurden histologische Dauerpräparate der einzelnen Tumoren in Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
mit einer Schichtdicke zwischen 10 und 12 Mikrometern angefertigt. Die Färbung erfolgte 
nach dem Protokoll nach Ehrlich und gliederte sich in folgende Arbeitsschritte: 
 
1. Färbung in Hämatoxylin Ehrlich        (10 min) 
2. Auswaschen          (5 min) 
3. Differenzierung in HCl-Alkohol        (1 sek) 
4. Auswaschen          (5 min) 
5. Ammoniakalisches Bläuen        (1 sek) 
6. Auswaschen          (10-20 min) 
7. Zytoplasmafärbung in Eosin        (2 min) 
 
Für die molekularbiologischen Untersuchungen wurden nur die Tumorproben verwendet, 
welche in der erneuten, anschließenden histopathologischen Untersuchung den empfohlenen 
Tumoranteil von mindestens 50 % aufwiesen. 
Zur Isolierung der für die Untersuchungen notwendigen DNS aus den Tumorproben wurde 
das Dneasy Tissue Mini Kit der Firma Qiagen benutzt. Die Extraktion genomischer DNS 
erfolgte nach Standardprozeduren bzw. den Herstellerempfehlungen. 
 
3. 3. Untersuchte Tumorsuppressorgene 
Die zur Verfügung gestellten Hirntumoren wurden hinsichtlich Kopienzahlveränderungen und 
Methylierungen der Promoterregionen von Tumorsuppressorgenen mit Hilfe von zwei Kits 
der Firma MRC Holland untersucht. Beide Kits enthalten jeweils 41 Oligonukleotide (MLPA-
Proben) die sich gegen die Promotoren verschiedener Tumorsuppressorgene richten. Dabei 
werden vereinzelt Tumorsuppressorgene auch durch 2 oder sogar 3 Oligonukleotide 
untersucht, welche komplementär zu unterschiedlichen Sequenzen des Promoters eines 
Tumorsupressorgens sind. Die nachfolgenden tabellarischen Auflistungen (Tabelle 3 und 
Tabelle 4) geben einen Überblick über die untersuchten Tumorsuppressorgene und 
 30 
kennzeichnen weiterhin, welche Tumorsuppressorgene auch hinsichtlich ihres 
Methylierungsstatus untersucht werden können. Aufgrund der Bindungsspezifität der 
Methylgruppen-sensitiven Endonuklease können bei jeweils 15 Tumorsuppressorgenen pro 



























Tabelle 3. Untersuchte Tumorsuppressorgene des Kits Salsa MS-MLPA 
ME001 TSG probemix. Die mit  *  markierten Gene können auch hinsichtlich 






























Tabelle 4. Untersuchte Tumorsupressorgene des Kits Salsa MS-MLPA 
ME002 TSG probemix. Die mit  *  markierten Gene können auch hinsichtlich 
möglicher Methylierungen untersucht werden.
 
 
3. 4. Densitometrie 
Nach Ablauf der MLPA-Reaktion wurden die PCR-Produkte mit Hilfe eines LICOR-Gels 
aufgetrennt und anschließend die Signalstärke der einzelnen Banden mit Hilfe des 
Auswertungsprogrammes ImageMaster TotalLab v2.01 densitometrisch erfasst. Wie in der 
nachfolgenden Abbildung erkennbar, wurden die detektierten Grausignale der Banden einer 
Tumorprobe in eine grafische Darstellung übersetzt. Nach Subtraktion der Hintergrundsignale 
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wurde nun die Signalstärke der einzelnen Bande als Fläche unter der Kurve als Zahlenwert 
erfasst. Weiterhin erfolgte die Bestimmung des relativen Anteils des Signals einer einzelnen 
Bande an der Stärke des Gesamtsignals einer Tumorprobe (globale Normalisierung). Dieser 
Zwischenwert wurde anschließend anhand der Mittelwerte der Einzelsignale aus 3                
(1. Durchlauf) bzw. 2 (2. Durchlauf) Kontrollproben normalisiert. Die dafür verwendete DNS 
stammte aus Blutproben ohne bekannte pathologische Eigenschaften und wurde simultan auf 







3. 5. Detektion von Aberrationen 
Als Referenzwerte für die Detektion von Kopienzahlveränderungen gelten die von Schouten 
et al. veröffentlichten Empfehlungen. Danach wird eine Signalstärke von < 0,7 als Deletion 
und eine Signalstärke von > 1,3 als Amplifikation bewertet (Schouten et al. 2002). Als 
Negativ-Kontrolle fungierte hierbei ebenfalls die DNS der Blutproben ohne bekannte 
pathologische Eigenschaften. Die gesteigerte Aussagekraft einer mehrfachen Untersuchung 
eines Gens wurde bei den Berechnungen hinsichtlich einer möglichen Aberration 
berücksichtigt. So wurde bei Vorliegen von 2 Werten für ein Gen zunächst der Mittelwert aus 
beiden Proben bestimmt. Um einer tendenziellen Gewichtung der Werte in Richtung Deletion 
oder Amplifikation gerecht zu werden, erfolgte die Zuordnung dabei an den Referenzwerten  
< 0,8 (Deletion) und > 1,2 (Amplifikation). Analog erfolgte bei Vorliegen von 3 Werten für 
ein Gen nach Bestimmung des Mittelwerts die Zuordnung anhand der Referenzwerte < 0,9 
(Deletion) und > 1,1 (Amplifikation).  
Der Nachweis von Methylierungen hingegen kann ohne zusätzliche densitometrische 





4. 1. Histopathologie der untersuchten Tumoren 
4. 1. 1. Meningeome 
Die untersuchten Meningeome weisen in der histologischen Aufarbeitung die 
charakteristischen und tumorspezifischen Merkmale auf (siehe untere Abbildung 3). Dabei 
zeichnen sich die verschiedenen histopathologischen Subtypen der Meningeome durch eine 
besondere morphologische Diversität aus. Die Tumorzellen stellen sich vor allem bei den 
transitionalen Meningeomen durch eine gleichförmige, polyedrische Form mit rundem 
Zellkern dar. Weiterhin zeigen Meningeome gehäuft typische wirbelförmige Strukturen 
unterschiedlicher Größe. Durch hyaline Umwandlung der im Zentrum gelegenen eosinophilen 
Zellen können diese Verwirbelungen unter Bildung von Psammonkörperchen verkalken. 
(Pietsch 2002). Exemplarisch ist ein solches Psammonkörperchen ist in der unteren 






4. 1. 2. Glioblastome 
Bei der histopathologischen Untersuchung der zur Verfügung gestellten Glioblastome können 
zahlreiche Merkmale hoher Malignität nachgewiesen werden. Neben einer hohen 
Variationsbreite der Morphologie der Zellen imponieren hyperchromatische, polymorphe 
Zellkerne mit prominenten Nukleolen. Die meist länglich ausgezogenen Zellen 
charakterisieren sich durch lange fibrilläre Fortsätze und atypische Mitosefiguren. Des 
Weiteren können die für das Glioblastom charakteristischen Kerntrümmer und Nekrosezonen 
(Pietsch 2002) nachgewiesen werden. Die untere Abbildung 4 zeigt eine Vergrößerung eines 
mikroskopischen Präparats, welches aus einer der Tumorproben gewonnen wurde. Dabei sind 





4. 1. 3. Intrakranielle Metastasen 
Typischerweise stimmt das histopathologische Erscheinungsbild von intrakraniellen Metasten 
nur bedingt mit dem des Primärtumors überein. Im Allgemeinen weisen die untersuchten 
Tumorproben eine hohe mitotische Aktivität, Kernpolymorphien und ausgedehnte 
Gewebsnekrosen als typisches Korrelat für eine hohe Malignität auf. Dennoch können die 
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metastatischen Tumoren in aller Regel scharf gegen das umliegende Gewebe abgegrenzt 
werden und zeigen besonders randständige Gefäßproliferationen (Pietsch 2002). 
Neben den histopathologischen Eigenschaften sind bei den Metastasen einiger Primarien die 
immunhistochemischen Eigenschaften für eine weitere Differenzierung von Bedeutung, deren 
Bestimmung bei der erneuten Aufarbeitung der Tumorproben allerdings nicht gewährleistet 
werden konnte. Die untere Abbilung 5 zeigt exemplarisch ein typisches histopathologisches 










4. 2. Qualität der Tumorproben 
Die histopathologische Charakterisierung der für die vorliegende Untersuchung verwendeten 
Tumoren lag bereits vor. Um den für das MLPA-Verfahren empfohlenen Tumoranteil von   
50 % zu gewährleisten, wurden erneut Gewebsschnitte von den einzelnen Tumorproben 
angefertigt. Nach anschließender Färbung mittels Hämatoxylin-Eosin erfolgte eine 
mikroskopische Einschätzung des quantitativen Tumoranteils. Für die weiteren 
Untersuchungen hinsichtlich des Inaktivierungsstatus der einzelnen Tumoren wurden nur 
Tumorproben mit einem spezifischen Tumoranteil zwischen 70 % und 100 % verwendet 
(prozentualer Anteil im Einzelnen nicht aufgeführt). 
Als Bestätigung der erfolgreichen DNS-Extraktion als auch als Hinweis auf die Qualität der 
extrahierten DNS wurde eine Agarose-Gelelektrophorese im Anschluss an die Extraktion der 
DNS angefertigt. Diese konnte bei allen für die statistische Auswertung verwendeten 
Tumoren einen Nachweis für die vorangegangene, erfolgreiche DNS-Extraktion erbringen. 
Bei einer Tumorprobe konnte keine DNS nachgewiesen werden. Diese Tumorprobe wurde 
exemplarisch als Negativ-Kontrolle ebenfalls auf ein LICOR-Gel aufgetragen (siehe spätere 
Abbildungen 8, 10, 14 und 16).  
Weiterhin konnten mit Hilfe der Gelelektrophorese Aussagen hinsichtlich der Qualität der 
verwendeten DNS getroffen werden. Exemplarisch ist die Abbildung 6 aufgeführt, die ein 
Agarose-Gel mit 6 DNS-Banden sowie eine Kontrollbande zur Größenbestimmung (Bahn 1) 
zeigt. Die Bahnen 2 bis 7 enthalten extrahierte DNS von jeweils einer Tumorprobe. Wie in 
der unteren Abbildung 6 verdeutlicht, erwies sich die extrahierte DNS aufgrund einer 
geringen Bildung von Schmier als undegradiert und hochmolekular. Des Weiteren ist die hohe 





4. 3. Rohdaten aus der Visualisierung der MS-MLPA-Reaktionen 
Mit Hilfe der nachfolgenden Abbildungen soll die Visualisierung und Auswertung der 
Genprodukte der MLPA-Reaktion erläutert werden. Zusätzlich belegen die einzelnen, 
vergrößerten Ausschnitte, dass bei einigen PCR-Produkten auch ohne densitometrische 
Auswertung bereits Aberrationen feststellbar sind. Wie in Abbildung 7 erkennbar, ist eine 
Verminderung der Signalstärke bei einigen Banden bzw. Genprodukten deutlich 
wahrnehmbar und als sicherer Hinweis für eine Kopienzahlverminderung des betreffenden 
Gens zu werten. Die senkrechte Anordnung der Banden resultiert aus der größenabhängigen 
Auftrennung der Genprodukte, die durch die variable Zwischensequenz gewährleistet werden 
kann, welche bei einem der bindenden Oligonukleotide zusätzlich zwischen Zielsequenz und 
Primer eingefügt wurde (Vergleich Kapitel 1.3.2.1.). Dem Prinzip der Gelelektrophorese 
folgend, erscheinen die Genprodukte mit der kürzesten Zwischensequenz als Banden am 
unteren Bildrand. Der jeweilige Abstand zwischen den verschiedenen Banden beträgt 6 bzw. 
9 Basenpaare. Die Größe der Genprodukte differiert zwischen 136 und 481 Basenpaaren.   
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Die in der gleichen PCR-Reaktion untersuchten Tumorproben sind auf einem LICOR-Gel in 
waagerechter Anordnung aufgetragen. Somit können mit einem einzelnen LICOR-Gel die 
PCR-Produkte einer MLPA-Reaktion von 15 Tumorproben aufgetrennt und untersucht 
werden, was einen deutlichen Vorteil gegenüber bekannten Untersuchungsmethoden darstellt. 
Ein weiterer Vorteil der simultanen Untersuchung resultiert aus den gleichen 
Rahmenbedingungen für die zeitgleich untersuchten Tumorproben. Bei den nachfolgenden 
Abbildungen sind zusätzlich die Genprodukte von jeweils 3 Kontrollproben aufgetragen. Die 
dafür verwendete DNS stammt aus Blutproben gesunder Probanden (Vergleich Kapitel 3.4.). 
Bei der Zuordnung der Banden zu den einzelnen Genprodukten sind 2 weitere 
Kontrollmechanismen des MLPA-Verfahrens zu beachten. Wie besonders in den 
Abbildungen 8 und 10 ersichtlich, erscheinen auf dem LICOR-Gel neben den 41 spezifischen 
Genprodukten auch 7 Kontrollbanden unterschiedlicher Bedeutung. Die untersten 4 Banden 
mit einer Größe zwischen 64, 70, 76 und 82 Basenpaaren dienen als Kontrollbanden und 
benötigen für eine Amplifikation keine vorherige Ligation. Die Verwendung einer nicht 
ausreichenden Menge DNS oder eine fehlerhafte Ligation wird durch eine vergleichbare oder 
größere Signalstärke dieser Kontrollbanden angezeigt. In den Abbildungen 8 und 10 weist 
jeweils eine Tumorpobe eine solche Negativ-Kontrolle auf. Da bei selbiger Tumorprobe 
bereits bei der vorangegangenen konventionellen Agarose-Gelelektrophorese kein DNS-
Nachweis gelang, ist eine fehlende bzw. ungenügende DNS-Extraktion als ursächlich 
anzusehen. 
Neben der Kontrolle von DNS-Quantität und Ligation wird durch 3 weitere Kontrollbanden 
eine ausreichende Denaturierung und Hybridisierung angezeigt. Diese Kontrollbanden bilden 
bei einer Größe zwischen 88, 92 und 96 Basenpaaren bei ausreichender Denaturierung und 
Hybridisierung die untersten Banden. Speziell weist eine im Vergleich zu den weiteren PCR-
Produkten verminderte Signalstärke der 2. Bande (92 Basenpaare) eine nicht ausreichende 
Hybridisierung an. Die Zielsequenzen der beiden weiteren Kontrollbanden mit einer Größe 
von 88 und 96 Basenpaaren sind jeweils durch zahlreiche Cytosin-Guanin-Sequenzen 
gekennzeichnet. Eine spezifische physiko-chemische Eigenschaft von Cytosin-Guanin-
Sequenzen ist eine höhere Stabilität gegenüber Denaturierungsprozessen. Entsprechend 
liefern beide Kontrollbanden bei mit den übrigen Genprodukten vergleichbarer Signalstärke 
einen Hinweis auf eine ausreichende, stattgehabte Denaturierung im Rahmen der PCR-
Reaktion. 
Oberhalb der Kontrollbanden sind vereinzelt zusätzliche Banden darstellbar, welche als 
Artefakte zu bewerten sind. Im Verlauf der Darstellung und Auswertung der Genprodukte 
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treten weitere Artefakte in nur geringer Anzahl und mit deutlich verminderter Signalstärke in 
Erscheinung. 
Bei der Auswertung des Methylierungsstatus der einzelnen Gene stellt sich eine mögliche 
Methylierung durch die Anwesenheit weiterer Banden deutlich dar (Vergleich Kapitel 
1.3.2.2.). Analog der Bestimmung der Kopienzahlanomalien sind die untersuchten Tumoren 
in waagerechter und die Genprodukte in senkrechter Anordnung ausgerichtet. Zu beachten ist 
dabei, dass nicht alle auf Kopienzahlveränderung untersuchten Gene auch hinsichtlich mög-
licher Methylierungen untersucht werden können. Aufgrund der Bindungsspezifität der dazu 
verwendeten Methylgruppen-sensitiven Endonuklease, welche zur Bindung eine Cytosin-
Guanin-Cytosin-Guanin-Sequenz innerhalb der Zielgens benötigt, können nicht bei allen auf 
Kopienzahlanomalien untersuchten Gene auch epigenetische Veränderungen detektiert 
werden. Promotormethylierungen können nur bei 53 (26 Gene durch Kit 1 und 27 Gene durch 
Kit 2) der insgesamt 82 Genloci (jeweils 41 in Kit 1 und Kit 2) erfasst werden, wobei 
vereinzelt Gene auch durch 2 Oligonukleotide untersucht wurden (18 Gene doppelt erfasst, 
entspricht 36 von 53 Genen) (Vergleich Kapitel 1.3.2.2.). Wie in den nachfolgenden 
Abbildungen 14 bis 17 ersichtlich, sind dadurch sind bei jedem Tumor jeweils 15 
Genprodukte bzw. Banden ohne Aussagekraft hinsichtlich einer Methylierung detektierbar. 
Zusätzliche Genprodukte, welche in diesem Falle eine Inaktivierung des Gens repräsentieren, 
können deutlich von den übrigen 15 Banden unterschieden werden. Die Differenzierung der 
durch methylierten Gene gelingt dabei noch deutlicher als die Wahrnehmung 
unterschiedlicher Signalintensitäten. Entsprechend erfolgt die Auswertung des 
Methylierungsstatus binär. Bei der Auswertung des Methylierungsstatus sind analog der 
Darstellung der Kopienzahlanomalien die bereits erläuterten Kontrollbanden zu beachten, 
welche eine ungenügende Hybridisierung, Ligation oder Denaturierung anzeigen. 
 
4. 4. Häufigkeit von Kopienzahlveränderungen 
Die nachfolgenden Abbildungen 7 bis 10 zeigen die Auftrennung der Genprodukte mit Hilfe 
eines LICOR-Gels im Rahmen der Erfassung der Kopienzahl der untersuchten 
Tumorsuppressorgene. Eine Differenzierung hinsichtlich Deletion oder Amplifikation der 
einzelnen Genprodukte erfolgte anhand der in Kapitel 3.4. und 3.5. erläuterten Kriterien. Die 
Genprodukte der einzelnen Tumorproben sowie der Kontrollproben sind dabei waagerecht 
angeordnet. Die Auftrennung mit Hilfe eines LICOR-Gels ermöglichte die simultane 
Detektion der Kopienzahl von jeweils 41 Tumorsuppressorgenen in senkrechter Anordnung. 
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse erfolgt in tabellarischer Form im Anschluss an die 
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Abbildungen (Tabelle 5, 6 und 7). Die unterschiedliche Häufigkeit der 
Kopienzahlveränderungen wird anschließend zusätzlich grafisch dargestellt, um die 
quantitativen Unterschiede zwischen den untersuchten Entitäten zu verdeutlichen 




Abbildung 7 : 
LICOR-Gelauftrag der MLPA-Genprodukte des 
Tumor-Suppressor Kits 001. In waagerechter An- 
ordnung sind 15 Tumoren und 3 Kontrollproben 
aufgetragen. Senkrechte Auftrennung der 41 Gen- 
produkte mit einer Größe zwischen 136 und 481 
Basenpaaren bei einer Größendifferenz von 6 
bzw. 9 Basenpaaren. Die unteren 3 Banden 
dienen als Positiv-Kontrolle zum DNS-Nachweis. 




Abbildung 8 :  
2. LICOR-Gelauftrag der MLPA Genprodukte  
des Tumor-Suppressor-Kits 001. In waage- 
rechter Anordnung sind weitere 15 Tumoren 
und 3 Kontrollproben aufgetragen.  
Senkrechte Auftrennung der 41 Genprodukte 
mit einer Größe zwischen 136 und 481 
Basenpaaren bei einer Größendifferenz von 6 
bzw. 9 Basenpaaren. 
Die untersten 3 Banden dienen als Positiv- 
Kontrolle zum DNS-Nachweis. In einer Bahn  
fehlende Genprodukte und Detektion der  
Kontrollproben zum Nachweis fehlender DNS.  
Bereits in der vorangegangenen Gelelektro- 
phorese konnte bei betreffender Tumorprobe  
keine DNS nachgewiesen werden. 
 45 
 
Abbildung 9 :  
LICOR-Gelauftrag der MLPA Genprodukte  
des Tumor-Suppressor-Kits 002. In waage- 
rechter Anordnung sind 15 Tumoren und 
3 Kontrollproben aufgetragen. Senkrechte Auf- 
trennung der 41 Genprodukte mit einer Größe 
zwischen 136 und 481 Basenpaaren bei einer 
Größendifferenz von 6 bzw. 9 Basenpaaren. 
Die untersten 3 Banden dienen als  
Positiv-Kontrolle zum DNS-Nachweis.  
Ursache der zusätzlichen 4. Bande unklar. 
Artefaktüberlagerung in einer Bahn erkennbar. 
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Abbildung 10 :  
2. LICOR-Gelauftrag der MLPA Genprodukte  
des Tumor-Suppressor-Kits 002. In waage- 
rechter Anordnung sind weitere 15 Tumoren und 
3 Kontrollproben aufgetragen. Senkrechte Auf- 
trennung der 41 Genprodukte mit einer Größe 
zwischen 136 und 481 Basenpaaren bei einer 
Größendifferenz von 6 bzw. 9 Basenpaaren. 
Die untersten 3 Banden dienen als  
Positiv-Kontrolle zum DNS-Nachweis. Fehlende 
Genprodukte und Auftrennung der Kontrollproben 
zum Nachweis fehlender DNS in einer Bahn.  
Bereits in der vorangegangenen Gelelektrophorese 
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Abbildung 11 : 
Darstellung der durchschnittlichen Häufigkeit von Deletionen der verschiedenen Tumor-
Entitäten. Gegenüber Meningeomen und Gliomen sind bei intrakraniellen Metastasen 
deutlich mehr Deletionen nachweisbar. Des Weiteren imponieren deutlich höhere
Minima und Maxima in der Gruppe der Metastasen. Die untersuchten Meningeome
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Darstellung der durchschnittlichen Häufigkeit der detektierten
Kopienzahlveränderungen der verschiedenen Tumorentitäten. Die 
unterschiedliche Quantität wird in der gemeinsamen Darstellung noch stärker
verdeutlicht (Vergleich Abbildung 11). Sowohl die durchschnittliche Anzahl als 
auch Minima und Maxima sind in der Gruppe der intrakraniellen Metastasen 
höher als in der Gruppe der Meningeome und Gliome. Des Weiteren fällt ein 
deutlicher Unterschied der durchschnittlichen Aberrationshäufigkeit innerhalb 














































4. 4. 1. Häufigkeit von Kopienzahlveränderungen der verschiedenen Entitäten 
Innerhalb der untersuchten Tumorproben ist mit steigendem Malignitätsgrad eine quantitative 
Zunahme der Aberrationen zu erkennen. Während die Quantität der Deletionen innerhalb der 
Gruppe der Meningeome weitestgehend vergleichbar ist (4,4 gegenüber 5,2) und sich auch 
nur gering von der Häufigkeit der Deletionen bei Gliomen unterscheidet (5,4), ist ein 
deutlicher Anstieg der durchschnittlichen Anzahl der Deletion bei intrakraniellen Metastasen 
zu vernehmen (9,7). 
Ebenso deutlich ist der Unterschied zwischen primären Hirntumoren (Meningeome und 
Gliome) und Metastasen bei Betrachtung der Häufigkeit von Amplifikationen. Dabei weisen 
Meningeome durchschnittlich 1,4 (Grad I) und 3,0 (Grad II und III) Amplifikationen auf. 
Während innerhalb der untersuchten Gruppe von Gliomen nur geringfügiger weniger 
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Kopienzahlvermehrungen detektiert werden konnten (durchschnittlich 2,7), imponieren die 
intrakraniellen Metastasen mit durchschnittlich 7 Amplifikationen je Tumor. 
Ebenso deutlich ist die quantitative Zunahme der Genveränderungen in der Zusammenfassung 
der Abberationen erkennbar. Während benigne Meningeome nur durchschnittlich 5,8 
Aberrationen (Standardabweichung 3,5) aufweisen, steigt die Anzahl der durchschnittlichen 
Aberrationen bei atypischen und anaplastischen Meningeomen sowie Gliomen auf 8,2 
(Standardabweichung 5,6) bzw. 8,1 (Standardabweichung 3,1). Mit durchschnittlich 16,7 
Abberationen (Standardabweichung 4,5) je untersuchten Tumor weisen die intrakraniellen 
Metastasen auch insgesamt am häufigsten Genveränderungen auf. 
Die nachfolgende Abbildung 13 gibt neben einer Darstellung der unterschiedlichen 
Häufigkeit der genetischen Aberrationen und den jeweiligen Standardabweichungen eine 
Aussage hinsichtlich der Signifikanz der erhobenen Ergebnisse. Dabei wurden die 
Kopienzahlveränderungen der einzelnen Tumorproben der verschiedenen Entitäten einem T-
Test unterzogen. Die erhobenen Ergebnisse der Meningeome (sowohl Grad I als auch Grad II 
und III) weisen besonders im Vergleich zu der Gruppe der intrakraniellen Metastasen eine 
hohe Signifikanz auf (p < 0,01). Bei der Gruppe der Gliome ist im Vergleich zur Gruppe der 
intrakraniellen Metastasen hinsichtlich der Signifikanz der Ergebnisse ein Trend erkennbar   
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Darstellung der durchschnittlich detektierten Kopienzahlveränderungen sowie Standardab-
































4. 4. 2. Häufig betroffene Genabschnitte / Tumorsuppressorgene 
4. 4. 2. 1. VHL 
Unter den untersuchten Tumorproben konnte bei dem Tumorsuppressorgen VHL am  
häufigsten Kopienzahlveränderungen nachgewiesen werden. Mit Hilfe von 2 MLPA-Proben 
konnten 21 insgesamt Aberrationen detektiert werden. Die Aberrationen sind dabei 
ausschließlich Deletionen und kommen in allen untersuchten Entitäten vor. Das auf dem 
Chromosom 3p lokalisierte Gen ist innerhalb der untersuchten Tumorproben bei 12 von 15 
Meningeomen (80 %), 5 von 7 Gliomen (71 %) und 4 von 7 intrakraniellen Metastasen       





4. 4. 2. 2 BRCA 1 
Das mittels 2 MLPA-Proben untersuchte Gen BRCA 1 wies bei den Untersuchungen der 
Tumorproben insgesamt 15 Deletionen auf (10 von 15 Meningeome [66 %], 1 von 7 Gliomen 
[14 %] und 4 von 7 intrakraniellen Metastasen [57 %]). Damit ist das BRCA1-Gen innerhalb 
der untersuchten Tumorproben am zweithäufigsten von Deletionen betroffen. 
Für das dem Chromosoms 17q lokalisierte Gen konnte innerhalb der Tumorproben ebenfalls 
keine Amplifikation nachgewiesen werden. 
 
4. 4. 2. 3. PYCARD 
Insgesamt 16 Aberrationen konnten für das Tumorsuppressorgen PYCARD mit Hilfe einer 
MLPA-Probe nachgewiesen werden. Während dabei bei Meningeomen (7 von 15 [47 %]) und 
Gliomen (3 von 7 [43 %]) ausschließlich Deletionen detektiert werden konnten, wiesen die 
untersuchten intrakraniellen Metastasen neben Deletionen (4 von 7 [57 %]) auch 
Amplifikationen des auf dem Chromosom 16p lokalisierten Gens auf (2 von 7 [29 %]). 
 
4. 4. 2. 4. IL2 
Das Tumorsuppressorgen IL2, welches auf dem Chromosom 4q lokalisiert ist, weist innerhalb 
der Tumorproben 12 Aberrationen auf. Im Gegensatz zur Mehrheit der untersuchten Gene 
sind die Veränderungen der Kopienzahl überwiegend Amplifikationen. So summieren sich 4 
Amplifikationen innerhalb der Meningeome (27 %) und jeweils 3 Amplifikationen (43 %) in 
der Gruppe der Gliome und intrakraniellen Metastasen zu insgesamt 10 Amplifikationen.  
Weiterhin konnten innerhalb der Gruppe der intrakraniellen Metastasen je eine Deletion 
nachgewiesen werden (je 14 %). Der Nachweis von Kopienzahlveränderungen des IL2-Gens 
erfolgte mit Hilfe einer MLPA-Probe. 
 
4. 4. 2. 5. CDK6 
Mit insgesamt 10 Amplifikationen ist das Tumorsuppressorgen CDK6 gemeinsam mit dem 
Tumorsuppressorgen IL2 am häufigsten von Kopienzahlvermehrungen betroffen. Dabei zeigt 
sich mit 3 betroffenen Meningeomen (20 %), 3 betroffenen Gliomen (43 %) und 4 betroffenen 
Metastasen (57 %) eine heterogene Verteilung der Amplifikationen des auf dem Chromosom 
7q lokalisierten Gens. Hingegen konnten innerhalb der untersuchten Tumorproben keine 
Deletionen des untersuchten Genabschnitts festgestellt werden. 
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4. 5. Vergleich der Gesamthäufigkeit von Deletionen und Amplifikationen 
In Abhängigkeit von der Tumorentität zeigt sich ein heterogenes Verteilungsmuster der 
detektierten Kopienzahlveränderungen. Dabei konnten insgesamt häufiger Deletionen als 
Amplifikationen nachgewiesen werden (176 Deletionen gegenüber 97 Amplifikationen). 
Auch innerhalb der einzelnen Entitäten konnten jeweils mehr Deletionen als Amplifikationen 
nachgewiesen werden. Die Gesamthäufigkeit der Deletionen divergiert dabei zwischen 44 
(Meningeome Grad I), 26 (Meningeome Grad II und III), 38 (Gliome) und 68 (intrakranielle 
Metastasen) Deletionen. Im Vergleich weisen die untersuchten Tumorproben mit 14 
(Meningeome Grad I), 15 (Meningeome Grad II und III), 19 (Gliome) und 49 (intrakranielle 
Metastasen) deutlich seltener Amplifikationen auf (Vergleich Tabellen 5, 6 und 7). 
 
4. 6. Häufigkeit von Promotormethylierungen 
Neben den detektierten genetischen Veränderungen, können mit Hilfe beider MS-MLPA 
Tumorsuppressor-Kits auch epigenetische Veränderungen in Form von Promotor-
methylierungen nachgewiesen werden. Analog des Nachweises von 
Kopienzahlveränderungen erfolgte der Auftrennung der Genprodukte der einzelnen Tumore 
in senkrechter Anordnung. Die unterschiedlichen Tumorproben sowie drei Kontrollproben 
sind in waagerechter Anordnung aufgetragen. Die Auswertung des Methylierungsstatus 
erfolgte im Gegensatz zu den numerischen Aberrationen binär (Vergleich Kapitel 3.4.). 
Aufgrund der Bindungsspezifität der verwendeten DNAse Hha1 können nicht alle 
Tumorsuppressorgene hinsichtlich möglicher Promotormethylierungen untersucht werden 
(Vergleich Kapitel 3.3.). Die nachfolgenden Abbildungen 14 bis 17 verdeutlichen die 
Detektion der als zusätzlichen Banden in Erscheinung tretenden Promotormethylierungen. Im 
Anschluss an die Abbildungen folgt eine tabellarische Zusammenstellung der erfassten 
Promotormethylierungen (Tabelle 8) und dem Anteil der zweifachen Methylierungen bei 
Tumorsuppressorgenen, die durch 2 MLPA-Proben hinsichtlich möglicher Methylierungen 




Abbildung 14 : 
LICOR-Gelauftrag der MS-MLPA-Genprodukte  
des Tumor-Suppressor-Kits 001 nach Verdau  
mit Methylgruppen-sensitiver DNAse Hha 1. In 
waagerechter Anordnung Auftrag von 15  
Tumoren und 3 Kontrollproben. Senkrechte  
Auftrennung der Genprodukte der methylierten 
Tumorsuppressorgene und der 15 nicht-sensitiven 
Tumorsuppressorgene, die aufgrund fehlender  
CGCG-Bindungssequenz innerhalb der  
Promotoren als Positiv-Kontrolle für die 
Bindungsspezifität dienen. Promotor- 
methylierungen sind eindeutig differenzierbar 
(Vergrößerung). Die 3 untersten Banden dienen 
als Positiv-Kontrolle zum DNS-Nachweis. 
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Abbildung 15 :  
2. LICOR-Gelauftrag der MS-MLPA Gen- 
produkte des Tumor-Supressor-Kits 001 nach  
Verdau mit Methylgruppen-sensitiver DNAse 
Hha1. In waagerechter Anordnung Auftrag von 
15 weiteren Tumoren und 3 Kontrollenproben. 
Analog der Auswertung der Kopienzahlverän- 
derung konnten bei einer Tumorprobe keine  
Genprodukte nachgewiesen werden.          
Bereits bei der vorangegangenen Agarose-
Gelelektrophorese konnte bei betreffender 
Tumorprobe keine erfolgreiche DNS-Extraktion 
nachgewiesen werden. Dabei Ausschlag der 
untersten 4 Banden als Hinweis auf 
unzureichende Menge bzw. Fehlen von DNS. 
Bei den übrigen Tumorproben Ausschlag der 
unteren 3 Banden als Positiv-Kontrolle für 
ausreichende DNS- Quantität. Neben den 15 
regulären Genprodukten weisen zahlreiche 
zusätzliche Banden eine Methylierung der 




Abbildung 16 : 
LICOR-Gelauftrag der MS-MLPA-Genprodukte  
des Tumor-Suppressor Kits 002 nach Verdau mit 
Methylguppen-sensitiver DNAse Hha1. In 
waagerechter Anordnung Auftrag von 15 
Tumoren und 3 Kontrollproben. In senkrechter 
Anordnung Auftrennung der Genprodukte. 
Erneut sind zahlreiche zusätzliche Banden 
erkennbar. Artefakt-Überlagerung bei der 
Auftrennung der Genprodukte einer Tumorprobe. 
Die unteren 3 Banden dienen als Positiv-




Abbildung 17 :  
LICOR-Gelauftrag der MS-MLPA-Genprodukte 
des Tumor-Suppressor-Kits 002 nach Verdau mit  
Methylgruppen-sensitiver DNAse Hha1. In  
waagerechter Anordnung Auftrag von weiteren 
15 Tumoren und 3 Kontrollproben. Wie bereits  
in den vorangegangenen Untersuchungen konnten 
bei einer Tumorprobe keine Genprodukte  
nachgewiesen werden. In der betreffenden Tumor- 
Probe fehlen zusätzlich die untersten 3 Banden  
zum Nachweis einer ausreichenden Menge DNS. 
In senkrechter Anordnung Auftrennung der  
Genprodukte. Erneut sind zahlreiche zusätzliche  
Banden zu erkennen. 
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3,42,30,40,2Durchschnitt
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Tabelle 9. Anteil des zweifachen Nachweises von Methylierungen bei Tumor-
supressorgenen, die durch 2 MLPA-Proben untersucht wurden. Es wurden nur die
Tumorsupressorgene aufgelistet, bei denen durch mindestens eine MLPA-Probe eine
Methylierung nachgewiesen werden konnte. Bei dem überwiegenden Teil der 
methylierten Tumorsupressorgene konnte auch durch eine zweite Probe die




4. 6. 1. Promotormethylierungen der verschiedenen Entitäten 
Innerhalb der untersuchten Tumorproben weisen die verschiedenen Tumorentitäten eine 
unterschiedliche durchschnittliche Häufigkeit der epigenetischen Veränderungen auf. 
Während benigne Meningeome (Grad I) nur durchschnittlich 0,2 Methylierungen pro Tumor 
aufweisen (2 Methylierung bei 10 Tumoren), können bei atypischen (Grad II) und 
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anaplastischen (Grad III) Meningeomen durchschnittlich 0,4 Methylierungen nachgewiesen 
werden (2 Methylierungen bei 5 Tumoren). Ein weiterer Anstieg ist bei den Gliomen mit 
durchschnittlich 2,3 Methylierungen pro Tumor zu verzeichnen. Mit durchschnittlich 3,4 
Methylierungen pro Tumor weist die Gruppe der intrakraniellen Metastasen am häufigsten 
Methylierungen auf.  
Somit ist sowohl bei den Kopienzahlveränderungen (siehe Tabelle 7) als auch bei den 
epigenetischen Veränderungen in Form von Metyhlierungen eine quantitative Zunahme der 
Aberrationen mit steigender Malignität des betroffenen Tumors zu verzeichnen. 
Während bei den benignen Meningeomen (Grad I) nur 2 von 10 Tumoren (20 %) eine 
einzelne Methylierung aufweisen (1x WT1 und 1x ESR1) und auch innerhalb der 
Meningeome vom Grad II und Grad III nur 2 von 5 Tumoren (40 %) durch jeweils                 
1 Methylierung gekennzeichnet sind (1x WT1 und 1x RASSF1), können bei allen Gliomen 
(Max = 4) und allen intrakraniellen Metastasen (Max = 8) Methylierungen nachgewiesen 
werden. 
 
4. 6. 2. Häufig betroffene Genabschnitte / Tumorsuppressorgene 
 
4. 6. 2. 1. RASSF1A 
Innerhalb der untersuchten Tumorproben gelang bei 12 Tumoren der Nachweis von 
Methylierungen des RASSF1A-Gens (1x Meningeom Grad II, 5 x Gliom, 6x intrakranielle 
Metastase). Damit ist der Promotor des RASSF1A-Gens, welches sich auf dem Chromosom 
3p befindet, innerhalb der untersuchten Tumorsuppressorgene am häufigsten methyliert. Bei 
11 von 12 (96 %) Tumoren ließen sich die Methylierungen der Promotorregion durch              
2 Oligonukleotide bzw. deren fehlenden Verdau nachweisen, was die Wahrscheinlichkeit 
einer stattgehabten Methylierung des Promoters deutlich erhöht (Vergleich Tabelle 9).  
 
4. 6. 2. 2. WT1 
Bei dem WT1-Gen, welches auf dem Chromosom 11p lokalisiert ist, konnte in 7 Fällen eine 
Methylierung der Promotorregion festgestellt werden, die sich auf alle Tumorentitäten 
verteilen (1x Meningeom Grad I, 1x Meningeom Grad II, 2x intrakranielle Metastase, 3x 
Gliom). Damit weist das WT1-Gen unter den untersuchten Genen am zweithäufigsten 
Promotormethylierungen auf. Da die beiden verwendeten Tumorsuppressor-Kits insgesamt 
nur einen einfachen Nachweis einer Promotormethylierung des WT1-Gens ermöglichen, ist 
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die Aussagekraft hinsichtlich eines möglichen Funktionsverlust im Vergleich zu mehrfach 
vertretenen Genen wie dem RASSF1-Gen weniger aussagekräftig. 
 
4. 6. 2. 3. CASP8, CD44 und ESR1 
Die Promotoren der Tumorsuppressorgene CASP8 (2q33-34), CD44 (11p12) und ESR1 
(6q25.1) wiesen innerhalb der untersuchten Tumorproben in jeweils 3 Fällen eine 
Promotormethylierung auf. Dabei zeigten sich vor allem intrakranielle Metastasen betroffen 
(5 von 7 / 71 %), während nur 3 von 7 Gliomen (43 %) und 1 von 10 Meningeomen vom 
Grad I (10 %) Methylierungen aufwiesen. Sowohl das CD44-Gen als auch ESR1-Gen sind 
durch 2 MLPA-Proben auf Methylierungen untersucht worden. Nur in einem Fall gelang der 
Nachweis einer weiteren Methylierung des Promotors. 
 
4. 7. Ergebnisübersicht 
Die nachfolgenden tabellarischen Darstellungen sollen einen abschließenden Überblick über 
die erfassten Kopienzahlveränderungen und Methylierungen der untersuchten 
Tumorsuppressorgene geben. Die ermittelten Deletionen sind dabei rot markiert, während die 
Amplifikationen hellblau gekennzeichnet wurden. Die in einem weiteren Arbeitsschritt 
erfassten Promotormethylierungen wurden durch eine Schraffierung des entsprechenden 
Feldes markiert, um etwaige Kopienzahlveränderungen des gleichen Abschnitts überlappend 
darstellen zu können. Nur die grün gekennzeichneten Gene konnten aufgrund der 
Bindungsspezifität der Methylgruppen-spezifischen DNAse hinsichtlich 
Promotormethylierungen untersucht werden (Vergleich Kapitel 3.3.).Bei der tabellarischen 
Darstellung ist zu beachten, dass einzelne Abschnitte mehrfach untersucht wurden (Vergleich 
Kapitel 3.3). Die entsprechenden Abschnitte sind zusätzlich hervorgehoben.  
Erneut wird die quantitative Zunahme der verschiedenen Aberrationen mit steigender 
Malignität der Tumorentität deutlich, wobei innerhalb der Entitäten neben den Deletionen der 
Promotoren der Gene BRCA1 und VHL keine wiederkehrenden Kopienzahlveränderungen 
erkennbar sind. Bei den untersuchten Gliomen und intrakraniellen Metastasen weist darüber 









Tabelle 10 : Übersicht der erfassten Kopienzahlveränderungen und Methylierungen Meningeome. 
Tumorsupressorgene, die durch mehrere MLPA-Proben untersucht wurden, sind dunkel hervorgehoben.
= Deletion = Amplifikation = Methylierung










Gen Locus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 1 2 
TP73 1p36                
MSH6 2p16                
CASP8  2q33-q34                
FHIT 3p14.2                
MLH1 3p21.3                
RASSF1 3p21.3                
CTNNB1 3p22                 
RARB 3p24                 
VHL 3p26-p25                
CASR 3q21                
IL2 4q26                
APC  5q21                
APC 5q22                
TNXB 6p21.3                
ESR1 6q25.1                
PARK2 6q26                
CDK6 7q21.3                
PAX5 9p13                
CDKN2A 9p21                
CDKN2B 9p21                
PTCH 9q22.3                
DAPK1 9q34.1                
CREM 10p12.1                
AI651963 10p14                
PTEN 10q23.31                
MGMT 10q26                
CD44 11p12                
PAX6 11p13                
WT1 11p13                
CD44 11p13                 
GSTP1 11q13                 
ATM 11q23                
IGSF4 11q23                 
TNFRSF1A 12p13                
TNFRSF7 12p13                 
CDKN1B 12p13.1                
PAH 12q23                
CHFR  12q24.33                
BRCA2 13q12.3                
RB1 13q14.2                
MLH3 14q24.3                
THBS1 15q15                
PYCARD 16p12                
TSC2 16p13.3                
CDH1 16q22.1                
CDH13 16q24.2                
PMP22 17p12                
TP53 17p13.1                
HIC1 17p13.3                
BRCA1 17q21                
BCL2 18q21.3                
STK11 19p13.3                
KLK3 19q13                
GATA5 20q13.33                
TIMP3 22q12.3                
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Tabelle 11 : Übersicht der erfassten Kopienzahlveränderungen und Methylierungen Gliome und Metastasen 
Tumorsupressorgene, die durch mehrere MLPA-Proben untersucht wurden, sind dunkel hervorgehoben.
= Deletion = Amplifikation = Methylierung




Gliome  Metastasen 
Gen Locus 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 
TP73 1p36               
MSH6 2p16               
CASP8  2q33-q34               
FHIT 3p14.2               
MLH1 3p21.3               
RASSF1 3p21.3               
CTNNB1 3p22                
RARB 3p24                
VHL 3p26-p25               
CASR 3q21               
IL2 4q26               
APC  5q21               
APC 5q22               
TNXB 6p21.3               
ESR1 6q25.1               
PARK2 6q26               
CDK6 7q21.3               
PAX5 9p13               
CDKN2A 9p21               
CDKN2B 9p21               
PTCH 9q22.3               
DAPK1 9q34.1               
CREM 10p12.1               
AI651963 10p14               
PTEN 10q23.31               
MGMT 10q26               
CD44 11p12               
PAX6 11p13               
WT1 11p13               
CD44 11p13                
GSTP1 11q13                
ATM 11q23               
IGSF4 11q23                
TNFRSF1A 12p13               
TNFRSF7 12p13                
CDKN1B 12p13.1               
PAH 12q23               
CHFR  12q24.33               
BRCA2 13q12.3               
RB1 13q14.2               
MLH3 14q24.3               
THBS1 15q15               
PYCARD 16p12               
TSC2 16p13.3               
CDH1 16q22.1               
CDH13 16q24.2               
PMP22 17p12               
TP53 17p13.1               
HIC1 17p13.3               
BRCA1 17q21               
BCL2 18q21.3               
STK11 19p13.3               
KLK3 19q13               
GATA5 20q13.33               




5. 1. Einordnung des Studiendesigns  
Für die vorliegende Untersuchung von Kopienzahlveränderungen und Methylierungen der 
Promoterregion von Tumorsuppressorgenen bei intrakraniellen Tumoren standen 29 
Tumorproben zur Verfügung, darunter 15 Meningeome (10 x Grad I, 3 x  Grad II und 2 x 
Grad III) sowie 7 Gliome und 7 intrakraniellen Metastasen verschiedener Primarien. 
Methodisch andere Studien zu genetischen Aberrationen bei Hirntumoren umfassen bis zu 
125 Tumorproben (Sayagués et al. 2004), wobei meist nur eine spezifische Tumorentität 
untersucht wurde. Der relativ geringe Probenumfang in der vorliegenden Untersuchung ist 
allerdings mit dem hier gestellten Ziel einer Prüfung der Eignung von MS-MLPA vereinbar. 
 
Die verwendeten Kits enthalten MLPA-Proben, die durch die Firma MRC Holland 
zusammengestellt wurden und eine Auswahl häufig veränderter Tumorsuppressorgene bei 
verschiedenen Tumorentitäten darstellt. Dabei richten sich die MLPA-Proben jeweils gegen 
die Promotoren der untersuchten Tumorsuppressorgene. Entsprechend können mit Hilfe der 
verwendeten Kits keine Aussagen hinsichtlich Deletionen einzelner Exons getroffen werden. 
Aufgrund der Ligation beider MLPA-Proben können Punktmutationen nachgewiesen werden. 
Eine Erfassung aller chromosomalen Aberrationen könnte letztlich nur eine Kombination 
mehrerer Methoden gewährleisten. 
Aufgrund der simultanen Verwendung mehrerer MLPA-Proben bietet das MS-MLPA-
Verfahren den Vorteil eines multiplexen Screenings. Dies ist besonders bei der vorliegenden 
Untersuchung von Tumoren unterschiedlicher Entitäten von Vorteil. Neben der Erfassung 
bisher unbekannter Aberrationen bietet die simultane Untersuchung mehrerer Gene die 
Möglichkeit eines Vergleiches der unterschiedlichen Entitäten oder auch hereditärer 
Tumorerkrankungen, welche bisher in keinem Zusammenhang standen. 
Ein wesentlicher Unterschied der vorliegenden Studie ist die ungerichtete Untersuchung von 
Tumorsuppressorgenen. Basierend auf Voruntersuchungen wurde bei anderen Studien die 
Suche nach Aberrationen auf chromosomale Abschnitte oder gar einzelne Exons eingegrenzt. 
Entsprechend häufiger gelang der Nachweis von spezifischen Veränderungen einzelner 
Abschnitte. Beispielhaft sind Untersuchungen des NF2-Gens, welches bei bis zu 70 % der 
Meningeome deletiert bzw. verändert ist (Ueki et al. 1999). Entsprechend beschränken sich 
weiterführende Untersuchungen vor allem auf Veränderungen des NF2-Gens. So waren bei 
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Untersuchungen mittels Mikrosatelliten-DNS 4 der insgesamt 24 verwendeten Marker NF-2 
spezifisch. Von den untersuchten benignen Meningeomen wiesen dabei insgesamt 64 % einen 
Verlust des NF-2 Gens auf. (Lee et al. 2004).  
Bei der Auswertung der Signalstärken wurde anhand der von MRC-Holland empfohlenen und 
in verschiedenen Studien angewendeten Grenzwerte getroffen. Dabei erfolgt nach 
Normalisierung der Einzelsignale am Gesamtsignal der Tumorprobe (globale Normalisierung) 
ein Vergleich mit der normalisierten Signalstärke der korrespondierenden Bande in einer 
Kontroll-DNS. Proben, die nach Normalisierung eine Signalstärke < 0,7 aufweisen, werden 
als deletiert betrachtet. Entsprechend gelten Proben mit einer Signalstärke > 1,3 als 
amplifiziert (Shouten et al. 2002) (Vergleich Kapitel 3.4.). Die Verwendung normalisierter 
Signalstärken kann bei Anwendung des MLPA-Verfahrens an Tumor-DNS Ursache 
systematischer Fehler sein. Bei der densitometrischen Auswertung der 
Kopienzahlverränderungen von Genen besteht besonders bei Tumorgewebe der Nachteil eines 
fehlenden Bezugspunktes. Die weiteren Bandensignale einer Tumorprobe können bei der 
Normalisierung der Einzelsignale nur bedingt als Referenz dienen, da es sich ebenfalls um 
potentiell kopienzahlveränderte Gene handelt.  
Im Vergleich dazu kann der Methylierungsstatus ohne densitometrische Auswertung der 
Signalstärke anhand zusätzlicher Banden abgelesen werden. Aufgrund der spezifischen 
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Hha1 können jedoch nicht für alle Gene die 
Promotormethylierungen untersucht werden (Vergleich Kapitel 3.4.). Bei der Interpretation 
der detektierten Promotormethylierungen ist weiterhin zu beachten, dass in unmittelbarer 
Umgebung der Promotorregionen viele Cytosin-Guanin-Sequenzen und somit viele potentiell 
methylierte Cytosine vorkommen. Anhand eines einzelnen Nachweises einer Methylierung 
kann somit nicht direkt auf einen heterozygoten Funktionsverlust des Gens geschlossen 
werden. Hingegen ist die Detektion von 2 Methylierungen mit Hilfe von 2 MLPA-Proben, 
welche an verschiedenen Cytosin-Guanin-Sequenzen desselben Promotors binden, ein 
deutlicherer Hinweis für einen möglichen heterozygoten Funktionsverlust des Gens. 
Tatsächlich konnten bei der Mehrzahl der Gene, deren Promotoren durch 2 MLPA-Proben auf 
Methylierungen untersucht wurden, auch 2 Methylierungen nachgewiesen werden, was die 
Wahrscheinlichkeit eines möglichen heterozygoten Funktionsverlustes des entsprechenden 
Tumorsuppressorgens erhöht (Vergleich Tabelle 9).  
Ein weiterer Vorteil des zusätzlichen Nachweises von Methylierungen besteht in der 
Detektion eines möglichen homozygoten Funktionsverlustes von Genen. Wie in den 
zusammenfassenden Tabellen 10 und 11 ersichtlich, sind einzelne Tumorsuppressorgene 
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sowohl von Deletionen, als auch von Methylierungen der Promoterregion betroffen.  
Keine Fehlerquelle im eigentlichen Sinne, jedoch eine die Gesamtanzahl der 
Kopienzahlveränderungen beeinflussender Faktor besteht in der Möglichkeit der Deletion 
eines größeren Chromosomenabschnittes, der Zielsequenzen für mehrere MLPA-Proben 
umfasst. Entsprechend könnte bei einem einmaligen Ereignis eine Kopienzahlveränderung 
mehrerer Tumorsuppressorgene angezeigt werden, was den Eindruck mehrerer Ereignisse 
bzw. einer fortschreitenden Progression vermittelt. Ein mögliches Beispiel ist in der 
Übersichtstabelle der detektierten Aberrationen der Meningeome erkennbar (siehe Tabelle 
10). Bei dem Meningeom III-2 ist eine Deletion der Tumorsuppressorgene FHIT, MLH1 und 
RASSF1 rot gekennzeichnet. Alle drei Gene sind auf dem Chromosom 3p lokalisiert. Die 
Kopienzahl der Gene MLH1 und RASSF1 wird dabei durch MLPA-Proben nachgewiesen, 
welche an Sequenzen innerhalb der gleichen chromosomalen Bande binden (3p21.3). Eine 
Deletion des entsprechenden Chromosomenabschnitts kann somit auch als einmaliges 
Ereignis eine Kopienzahlveränderung der drei benachbarten Tumorsuppressorgene zur Folge 
haben. Ein weiteres Beispiel ist in der zusammenfassenden Tabelle 11 erkennbar. Dabei weist 
die Metastase 7 eine Deletion der Tumorsuppressorgene CREM und AI651963 auf, welche 
beide auf dem Chromosom 10p lokalisiert sind. Als weitere Beispiele dienen innerhalb der 
gleichen Entität die Deletionen der Gene TSC2 (16p13.3) und PYCARD (16p12), TP53 
(17p13.1) und HIC1 (17p13.3) sowie CDH1 (16q22.1) und CDH13 (16q24.2). Darüber 
hinaus können Deletion größerer Abschnitte auch als Vorraussetzung für die Entwicklung 
einer hohen Malignität diskutiert werden. Entsprechend ist bei der Betrachtung eines 
möglichen Zusammenhangs zwischen Quantität der Aberrationen und Malignität der 
Tumorprobe die Aussagekraft einer hohen Anzahl deletierter Gene bei Tumorproben hoher 
Malignität nicht eingeschränkt.  
 
5. 2. Aberrationen der verschiedenen Entitäten 
5. 2. 1. Meningeome 
5. 2. 1. 1. Häufigkeit von Kopienzahlveränderungen 
Die hier erfassten Aberrationen von Tumorsuppressorgenen zeigten bei den verschiedenen 
Entitäten ein unterschiedliches Verteilungsmuster. 
Meningeome wiesen bei den Untersuchungen durchschnittlich 6,6 Aberrationen pro Tumor 
auf und sind unter den untersuchten Tumorproben quantitativ am seltensten von Aberrationen 
betroffen (siehe Tabelle 7). Bei den nachgewiesenen Kopienzahlveränderungen handelt es 
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sich überwiegend um Deletionen. Damit folgen die Untersuchungsergebnisse dem generellen 
Trend einer geringeren Häufigkeit von Amplifikationen gegenüber Deletionen.  
Vergleiche zu anderen Untersuchungen bezüglich Kopienzahlveränderungen bei 
Meningeomen werden durch die Fokussierung auf den Abschnitt 22q in den meisten Studien 
erschwert (Kim et al. 1998, Lee et al. 2004, Sayagués et al. 2004, Prowald et al. 2005).  
Bereits innerhalb der Gruppe der Meningeome zeigt sich eine Korrelation zum 
Malignitätsgrad der Tumorprobe und der Anzahl der erfassten Aberrationen. Dieser Trend 
wurde auch bei Untersuchungen mit Hilfe vergleichender genomischer Hybridisierung (CGH) 
festgestellt. Dabei wiesen Meningeome vom Grad I durchschnittlich  2,9 +/- 0,7 Aberrationen 
auf, während bei Meningeomen Grad II mit 9,2 +/- 1,2 und Meningeomen vom Grad III mit 
durchschnittlich 13,3 +/- 1,9 Aberrationen häufiger Kopienzahlveränderungen nachgewiesen 
werden konnten (Weber et al. 1997). Die Differenz zu vorliegender Studie ist wahrscheinlich 
erneut Resultat der Untersuchung tumorspezifischer Aberrationen.  
 
5. 2. 1. 2. Deletionen 
Mit einem Anteil zwischen 54 % bis 78 % sind Mutationen des NF-2 Gens die häufigste 
genetische Aberration unter den sporadischen Meningeomen (Ragel und Jensen 2005). Auch 
bei der Mehrzahl der höhergradigen Meningeome ist eine Inaktivierung des 
Neurofibromatose-Gens, welches auf dem langen Arm des Chromosoms 22 lokalisiert ist, 
auffällig (Zang 2001, Gutmann et al. 1997). Ähnliche Ergebnisse lieferten Untersuchungen, 
bei dem das NF-2 Gen mit Hilfe eines speziellen MLPA-Kits untersucht worden ist. Dabei 
wurde ein jedes der kodierenden 17 Exons des NF2-Gens durch eine MLPA-Probe untersucht 
und die Kopienzahl der Primerregion durch 2 weitere MLPA-Proben erfasst. Innerhalb der 
untersuchten Tumorproben konnten somit Aberrationen der betreffenden Abschnitte bei 
insgesamt 74 % der Meningeome nachgewiesen werden (Martinez-Glez et al. 2007). 
Bei den vorliegenden Untersuchungen konnten nur bei 5 Meningeomen (33 %) Deletionen 
des Abschnitts 22q nachgewiesen werden. Bei der Betrachtung der Differenz zu den o. g. 
Voruntersuchungen ist die zur Verfügung stehende MLPA-Probe zu berücksichtigen, welche  
mögliche Kopienzahlveränderungen des benachbarten Tumorsuppressorgens TIMP3 auf dem 
Locus 22q12.3 detektieren soll. Entsprechend konnten isolierte Aberrationen des NF2-Gens 
bzw. des Locus 22q.12.2 nicht erfasst werden. Bei den nachgewiesenen Aberrationen des 
TIMP3-Gens in der Gruppe der Meningeome ist aufgrund der geringen Distanz zum NF-2 
Gen (3 Mb) auch die Deletion eines größeren Genabschnittes und damit ein heterozygoter 
Verlust des NF-2 Gens wahrscheinlich. 
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Meningeome vom Grad II und III unterscheiden sich von den Meningeomen vom Grad I 
häufig durch eine zusätzliche Deletion oder Strukturanomalie des kurzen Arms des 
Chromosoms 1 (Prowald et al. 2004). Einer Inaktivierung von Genen der Chromosomen 1p 
und 14q wird eine entscheidende Rolle in der Tumorprogression zugeschrieben (Bello et al. 
1994 und 2000). Weitere bei Meningeome auftretende, bekannte Genverluste betreffen die 
Chromsomen 6q, 9p, 10q, 10p, 14q und 18q (Collins 2004). 
Aberrationen des Abschnitts 1p konnten bei den untersuchten Tumorproben nur bei einem 
Meningeom nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um ein Meningeom des 
Malignitätsgrades III, was in Übereinstimmung zu o. g. Studienergebnissen steht (Prowald et 
al. 2004). Die Zielsequenz des zur Verfügung stehenden Oligonukleotids war dabei das 
Tumorsuppressorgen TP73 (1p36). 
Aberrationen des Abschnitts 14q, die in Studien mit einer Progredienz des Malignitätsgrades 
bei Meningeomen korrelieren (Bello et al. 2000), konnten bei 4 von 15 Meningeomen 
nachgewiesen werden (2x Grad I und 2x Grad II). Die Zielsequenz des verwendeten 
Oligonukleotids war dabei das Tumorsuppressorgen MLH3 (14q24.3). Da 2 von 3 (66 %) 
Meningeomen des Malignitätsgrades II eine Deletion des Abschnitts aufweisen, sind die 
erhobenen Ergebnisse unter Berücksichtigung der geringen Anzahl der zur Verfügung 
stehenden Meningeome in Übereinstimmung zu bekannten Studien. 
In der Gruppe der Meningeome wiesen darüber hinaus die Tumorsuppressorgene VHL (12 x), 
BRCA1 (10 x) und PYCARD (7 x) auffallend häufig genetische Aberrationen auf.  
Bei den Meningeomen vom Grad I gelang bei den Tumorsuppressorgenen BRCA1 (17q21) 
und VHL (3p25-26) in jeweils 8 Fällen (80 %) der Nachweis einer Deletion. 4 weitere 
Deletionen des VHL-Gens konnten bei den Meningeomen vom Gard II und III festgestellt 
werden. 
Der hohe Anteil der Kopienzahlveränderungen des BRCA1-Gens bei Meningeomen ist nicht 
deckungsgleich mit Ergebnissen von Kirsh et al., die Veränderungen des BRCA1 (17q21) 
oder des BRCA2-Gens (13q12) in keinem pathogenetischen Zusammenhang mit der 
Entstehung von Meningeomen sehen (Kirsh et al. 1997). Beide Tumorsuppressorgene spielen 
eine entscheidende Rolle vor allem bei hereditären Formen des Karzinoms der Mamma und 
des Ovars. Interessanterweise bestätigen verschiedene epidemiologische Studien eine 
Erhöhung der Inzidenz von Meningeomen bei Patientinnen mit Brustkrebs um den Faktor 
1,57 bis 1,90 (Malmer et al. 2000, Ashan et al. 1995). Die hohe Anzahl der nachgewiesenen 
Deletionen beider Gene könnte auch Ursache eines systematischen Fehlers im Rahmen der 
densitometrischen Auswertung sein.  
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5. 2. 1. 3. Amplifikationen 
Mittels vergleichender genomischer Hybridisierung konnte bei Meningeomem vom Grad II 
und Grad III Amplifikationen von Abschnitten des langen Arms von Chromosom 17 
detektiert werden (Weber et al. 1997). Bei den im Rahmen dieser Studie untersuchten 
Meningeomen konnte unter den verwendeten Tumorproben keine Amplifikation des BRCA1-
Gens (17q21) nachgewiesen werden. Bei den erfassten Kopienzahlveränderungen in der 
Gruppe der Meningeome ist das Tumorsuppressorgen IL2 (4q26) am häufigsten amplifiziert. 
Ein Vergleich mit einer entsprechenden Vergleichsstudie konnte bei geringer Datenlage nicht 
erhoben werden. 
 
5. 2. 2. Gliome 
5. 2. 2. 1. Häufigkeit der Kopienzahlveränderungen 
In der Gruppe der Gliome konnten durchschnittlich 8,1 Aberrationen pro Tumor 
nachgewiesen werden. Die einzelnen Tumoren weisen dabei zwischen 3 und 12 Aberrationen 
auf (Median 9). Damit sind Gliome gegenüber Meningeomen häufiger von Aberrationen 
betroffen (Vergleich Tabelle 7). Analog der Ergebnisse der Gruppe der Meningeomen 
überwiegen Deletionen gegenüber Amplifikationen (5,4 Deletionen vs. 2,7 Amplifikationen je 
Gliom) (Vergleich Kapitel 4.6.). 
 
5. 2. 2. 2. Deletionen 
Bei 5 von 7 untersuchten Gliomen sind Deletionen des VHL-Gens (3p25.3) nachweisbar. 
Bereits in der Gruppe der Meningeome konnte bei 12 von 15 Tumoren eine Deletion des 
VHL-Gens nachgewiesen werden. Da weder bei Meningeomen noch Gliomen Veränderungen 
des VHL-Gens in dem nachgewiesenen Ausmaß bisher beschrieben sind, mag hier ein 
systematischer Fehler vorliegen. 
Die Tumorsuppressorgene CHFR (12q24.33) und PYCARD (16p12) sind bei 3 von 7 (43 %) 
untersuchten Gliomen deletiert. Mehrere Gene fallen durch Deletionen in 2 von 7 (29 %) 
Fällen auf (CASR, CDKN2A, CDKN2B, PTEN, PAX6, TSC2, GATA5). Bezüglich des 
PTEN-Gens stimmen diese Ergebnisse mit Untersuchungen überein, welche bei primären 
Glioblastomen eine Deletion des PTEN-Gens in 25 % der Fälle nachweisen konnten (Ohgaki 
2005). Weitere Untersuchungen bestätigen Kopienzahlveränderungen des PTEN-Gens 
(10q23) bei 22 % der Glioblastome (Schmidt et al. 2002). Auch die nachgewiesenen 
Deletionen des CDKN2A-Gens werden durch Ergebnisse anderer Studien bestätigt. 
Veränderungen des CDKN2A-Gens (9p21) wurden erstmals 1994 beschrieben                 
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(Giani und Finocchiari 1994) und spielen eine entscheidende Rolle bei der Progression von 
sekundären Glioblastomen sowie bei der Entwicklung von de-novo-Glioblastomen         
(Collins 2004). Untersuchungen an Glioblastomen mittels vergleichender genomischer 
Hybridisierung (CGH) ergaben im Vergleich zu den Ergebnissen der vorliegenden 
Untersuchung neben einer Häufung von Deletionen von Abschnitten der Chromsomen 10 und 
9p ein ähnlich heterogenes Bild verschiedener Aberrationen (Wiltshire et al. 2000). Zu den 
weiteren nachgewiesenen Deletionen sind bei allgemein geringer Datenlage keine 
Kopienzahlanomalien bekannt. Im Gegensatz zu den häufig dokumentierten Veränderungen 
des p53-Gens (Peraud et al. 1997) konnte unter den verwendeten Tumorproben keine 
Kopienzahlveränderung des betreffenden Gens  nachgewiesen werden.  
 
5. 2. 2. 3. Amplifikationen 
Auch in der Gruppe der Gliome sind Amplifikationen im Vergleich seltener nachweisbar als 
Deletionen. Mit 2,7 amplifizierten Genen pro Tumor (Median = 2, Min = 1, Max = 6) ist die 
durchschnittliche Kopienzahlvermehrung in der Gruppe der Gliome mit den der 
höhergradigen Meningeome vergleichbar (3,0) (Vergleich Tabelle 6). Mit 
Kopienzahlvermehrung in jeweils 3 Fällen sind die Tumorsuppressorgene PMP22 (17p12), 
IL2 (4q26) und CDK6 (7q21.3) am häufigsten amplifiziert. Amplifikationen des 
Tumorsuppresorgens BCL2 (18q21.3) konnten bei 2 Gliomen nachgewiesen werden. Bei der 
Betrachtung weiterer Amplifikationen ist keine Häufung bestimmter chromosomaler 
Abschnitte auffällig. 
Bei Glioblastomen ist mit einem Anteil von etwa 40 % das EGFR-Gen (7p12) am häufigsten 
von Kopienzahlvermehrung betroffen (Ohgaki et al. 2004). Bei der vorliegenden 
Untersuchung wiesen 7 von 7 (100 %) untersuchten Gliome Amplifikationen auf. Da unter 
den verwendeten Oligonukleotiden keines gegen das EGFR-Gen gerichtet ist und auch keine 
benachbarte Bande hinsichtlich Kopienzahlveränderungen untersucht wurde, können zu den 
untersuchten Gliomen keine Aussagen hinsichtlich Amplifikationen des EGFR-Gens 
getroffen werden. Die nachgewiesenen Amplifikationen der Tumorsuppressorgene PMP22 
(17p12), IL2 (4q26), CDK6 (7q21.3) sowie BCL2 (18q21.3) sind bisher nicht aus 






5. 2. 3. Intrakranielle Metastasen 
5. 2. 3. 1. Häufigkeit der Kopienzahlveränderungen 
Mit durchschnittlich 16,7 Aberrationen sind in der Gruppe der intrakraniellen Metastasen im 
Vergleich zu Meningeomen und Gliomen am häufigsten Kopienzahlveränderungen 
nachweisbar. Dabei weisen die verschiedenen Tumoren zwischen 9 und 24 Aberrationen auf 
(Median = 16). Eine vergleichsweise hohe Anzahl von Aberrationen konnte auch in 
Untersuchungen durch Hart und Easty festgestellt werden, welche die Transformation von 
Tumorzellen als Ergebnis von zunehmender genetischer Instabilität ansehen (Hart und Easty 
1991). Tumorpopulationen mit einem hohen Metastasierungspotential weisen gegenüber 
Tumorproben mit geringem Metastasierungspotential eine Erhöhung der Mutationsrate um 
den Faktor 3 bis 7 auf (Cifone und Fidler 1981).  
Wie in der Tabelle 11 erkennbar, weisen die Aberrationen bei den verschiedenen 
Tumorproben ein sehr heterogenes Verteilungsmuster auf. Erneut überwiegen Deletionen 
gegenüber Amplifikationen bei einem Häufigkeitsvergleich der verschiedenen 
Kopienzahlveränderungen (9,7 Deletionen gegenüber 7 Amplifikationen je Tumor). 
 
5. 2. 3. 2. Deletionen 
Mit Deletionen in jeweils 4 Fällen sind die Tumorsupressorgene VHL (3p26-25), CHFR 
(12q24.33), PYCARD (16p12) und BRCA1 (17q21) am häufigsten betroffen. Die 
Tumorsuppresorgene DAPK1 (9q34.1), CREM (10p12.1) und PTEN (10q23.3) sind in 
jeweils 3 Fällen deletiert. Die detektierten Deletionen des PTEN-Gens (10q23.3) stimmen mit 
Untersuchungen mittels vergleichender genomischer Hybridisierung überein, die eine 
Häufung von Deletionen des Abschnitts 10q23-24 bei intrakraniellen Metastasen nachweisen 
konnten (Petersen et al. 2000). Weitere bekannte Deletionen der Abschnitte 4q, 5q, 9p21 und 
18q21-22 (Petersen et al. 2000) konnten durch einfache Deletionen der Tumorsuppressorgene 
IL2 (4q), APC (5q), CDKN2A und CDKN2B (9p21) und BCL2 (18q21-22) bestätigt werden. 
 
5. 2. 3. 3. Amplifikationen 
Mit durchschnittlich 7 Amplifikationen pro Tumorprobe sind intrakranielle Metastasen 
deutlich häufiger von Kopienzahlvermehrung betroffen als Meningeome oder Gliome. Der 
Anstieg der durchschnittlichen Anzahl der Amplifikationen in der Gruppe der Meningeome 
könnte dabei auch Ausdruck einer zunehmenden genetischen Instabilität sein.  
Mit jeweils 4 Amplifikationen sind die Tumorsuppressorgene CDKN1B (12p13.1) und CDK6 
(7q21.3) am häufigsten betroffen. Kopienzahlvermehrungen bei jeweils 3 Tumorproben sind 
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bei den Genen FHIT (3p14.2), IL2 (4q26), CKN2B (9p21), TNFRSF1A (12p13), BCL2 
(18q21.3) und TIMP3 (22q12.3) nachweisbar. 
Ein Vergleich mit anderen Studien wird erneut durch die Untersuchung unterschiedlicher Loci 
erschwert. So konnten bei intrakraniellen Metastasen verschiedener solider Tumoren 
Amplifikationen der Abschnitte 1q23, 7p12, 8q24, 17q24-25 und 20q13 festgestellt werden 
(Petersen et al. 2000). Bei vorliegender Studie konnte nur durch die Untersuchung des 
Tumorsuppressorgens GATA5 (20q13.33) die Kopienzahl eines korrespondierenden 
chromosomalen Abschnitts detektiert werden. Dabei konnte mit 2 von 7 Tumorproben eine 
vergleichbar häufige Amplifikation des Abschnitts nachgewiesen werden.  
 
5. 3. Promotormethylierungen der verschiedenen Entitäten 
5. 3. 1. Meningiome 
In der Gruppe der benignen Meningeome konnten bei 10 Tumorproben nur insgesamt 2 
Promotormethylierungen bei 2 unterschiedlichen Tumoren nachgewiesen werden. Betroffen 
waren die Gene ESR1 (6q25.1) und WT1 (11p13). Mit insgesamt 2 Methylierungen bei 5 
Tumorproben sind in der Gruppe der atypischen und anaplastischen Meningeome 
Methylierungen geringgradig häufiger nachweisbar. Neben dem Tumorsuppressorgen 
RASSF1A (3p21.3) ist erneut das Gen WT1 (11p13) betroffen, welches bei selbiger 
Tumorprobe ebenfalls amplifiziert ist. Untersuchungen durch Liu et al. bestätigen eine 
quantitative Zunahme von Methylierungen bei atypischen und anaplastischen Meningiomen. 
Ein Vergleich der Häufigkeit der epigenetischen Veränderung wird durch die geringe Anzahl 
der zur Verfügung stehenden Meningeome des Malignitätsgrades II und III erschwert. Die 
dabei mit 32 % (Grad II) bzw. 54 % (Grad III) häufigste Methylierung des 
Tumorsuppressorgens GSTP1 (11q13.2) (Liu et al. 2005) ist bei keinem der 5 höhergradigen 
untersuchten Meningeome nachweisbar.  
Der Methylierungsstatus der Gene RASSF1 und WT1 wurden in der o. g. Studie nicht 
berücksichtigt.  
 
5. 3. 2. Gliome 
In der Gruppe der Gliome konnten bei allen untersuchten Tumorproben Methylierungen 
festgestellt werden. Mit insgesamt 16 Methylierungen bei 7 Gliomen (Median = 2, Min = 1,  
Max = 6) sind analog der Kopienzahlveränderungen, Promotormethylierungen bei Gliomen 
häufiger nachweisbar als bei Meningeomen. 
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Besonders hervorstechend ist dabei das Gen RASSF1 (3p21.3), dessen Promoterregion bei 6 
von 7 Gliomen (86 %) Methylierungen aufweist. Dieses Ergebnis wird bestätigt von 
Untersuchungen, bei denen Methylierungen des RASSF1-Gens sowohl bei Medulloblastomen 
und Neuroblastomen als auch bei Glioblastomen nachgewiesen wurden (Pfeifer und 
Dammann 2004). Darüber hinaus gelang bei 50 % der Patienten mit Glioblastomen, bei denen 
Methylierungen des RASSF1 Gens innerhalb des Tumorgewebes nachgewiesen werden 
konnte, auch ein Nachweis der Methylierung im Serum (Ramirez et al. 2003), was die 
Bedeutung einer Erfassung des Methylierungsstatus unterstreicht.  
Des Weiteren sind Promotormethylierungen des Tumorsuppressorgens WT1 (11p13) bei 3 
von 7 Gliomen (43 %) nachweisbar. Die Gene CASP8 (2q33-q34) und PYCARD (16p12) 
weisen bei jeweils 2 von 7 Gliomen (29 %) Promotormethylierungen auf. Die nachgewiesene 
Methylierung des Tumorsuppresorgens CASP8 wird durch Untersuchungen bekräftigt, die 
einer Methylierung von CASP8 eine entscheidende Rolle bei der Progression von Rezidiven 
bei Glioblastomen zuschreiben (Martinez et al. 2007). Das Tumorsuppressorgen PYCARD 
(16p12) weist bei einer Tumorprobe sowohl eine Promotormethylierung als auch eine 
Deletion auf, sodass in diesem Fall ein bialleler Funktionsverlust möglich ist.  
 
5. 3. 3. Intrakranielle Metastasen 
In der Gruppe der intrakraniellen Metastasen konnten ebenfalls bei allen untersuchten 
Tumoren Methylierungen einzelner oder mehrerer Tumorsuppressorgene nachgewiesen 
werden. Mit 24 Methylierungen bei 7 Tumoren (Median = 2, Min = 1, Max = 8) sind im 
Vergleich zu Meningeomen und Gliomen in der Gruppe der intrakraniellen Metastasen 
Promotormethylierungen am häufigsten nachweisbar (Vergleich Tabelle 8). Wie bereits in der 
Gruppe der Gliome ist das RASSF1A-Gen (3p21.3) am häufigsten von 
Promotormethylierungen betroffen (5 von 7 Tumoren / 71 %). Bei 6 weiteren Genen konnten 
in jeweils 2 Fällen (29 %) Promotormethylierungen nachgewiesen werden: ESR1 (6q25.1), 
CD44 (11p12), WT1 (11p13), CHFR (12q24.33), CDH13 (16q24.2) und GATA5 (20q13.3). 
Das Tumorsuppressorgen RASSF1A ist bei einer Tumorprobe sowohl deletiert, als auch von 
einer Promotormethylierung betroffen, sodass erneut die Möglichkeit eines biallelen 
Funktionsverlustes besteht. Vergleiche mit Ergebnissen von Untersuchungen können 
aufgrund der verwendeten Oligonukleotide nur für die Gene GSTP1 (33 %), MGMT (39 %), 
THBS-1 (56 %), TP53 (11 %), TIMP3 (22 %) und TP73 (22 %) erfolgen (Gonzalez-Gomez et 
al. 2003). Von den entsprechenden Genen wiesen einzig GSTP1 und MGMT bei jeweils einer 
Tumorprobe eine Methylierung auf (14 %). 
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5. 4. Möglichkeiten und Grenzen des MLPA-Verfahrens 
Analog zu Methoden wie vergleichender genomischer Hybridisierung (CGH) oder dem 
Nachweis von heterozygoten Verlusten von Mikrosatelliten-DNS (LOH) bietet das MLPA-
Verfahren den Vorteil einer direkten Untersuchung von Tumormaterial. Im Vergleich dazu 
stößt z.B. die klassische Karyotypisierung  aufgrund der schwierigen Präparation von 
Metaphase-Chromosomen bei der Untersuchung genetischer Aberrationen solider Tumoren 
auf methodische Grenzen (Gray und Collins 2000). Durch die direkte Untersuchung von 
Tumormaterial kann auch auf die mitunter schwierige Anzüchtung einzelner Tumor-Zelllinien 
verzichtet werden. Bei der direkten Untersuchung von Tumorgewebe ist von Nachteil, dass 
nicht-tumoröse Zellen die Untersuchungsergebnisse beeinflussen können. Beträgt der Anteil 
nicht-tumoröser Zellen > 75 % der Gewebeprobe, sind einzelne numerischer Aberrationen 
z.B. mittels vergleichender genomischer Hybridisierung nicht detektierbar (Weiss et al. 
1999). Durch zusätzliche Mirkodissektion oder Cell Sorting kann der Einfluss von z.B. 
Stroma-, Blut-, Epithel- oder Entzündungszellen minimiert werden. Da für die vorliegende 
Studie nur Gewebeproben mit einem Tumoranteil von > 50 % verwendet wurden, konnte auf 
diese aufwendigen Verfahren verzichtet werden. Darüber hinaus konnte nach DNS-Extraktion 
durch Gelelektrophorese eine hohe Qualität der DNS festgestellt werden, was eine 
Beeinflussung der Untersuchungsergebnisse durch Fragmentierung oder Verwendung einer 
unzureichenden Menge an DNS minimiert (Vergleich Kapitel 4.2). 
Wie auch bei der vergleichenden genomischen Hybridisierung (CGH) müssen bei dem 
verwendeten MLPA-Verfahren Tumorprobe und Referenz-DNS nicht von einer Testperson 
stammen. Dies ist besonders vorteilhaft, wenn von der untersuchten Patientenpopulation keine 
Blutproben vorhanden sind, um Referenz-DNS, z.B. aus peripheren Lymphozyten, zu 
gewinnen. Dabei können allerdings genetische Aberrationen der Referenz-DNS ohne 
pathologisches Korrelat, z.B. polymorphe Amplifikationen bzw. Deletionen einzelner Gene 
(Wong et al. 2007), die Auswertung der Signalstärke der Bandensignale der Tumor-DNS 
beeinflussen und zu einer fehlerhaften Detektion von Aberrationen führen. Diese 
Kopienzahlvariationen sind genom-weit vertreten (Conrad et al. 2006, Hinds et al. 2006, 
Iafrate et al. 2004, Sebat et al. 2004). Untersuchungen zu Kopienzahlveränderungen bei 
verschiedenen Krankheitsbildern sollten daher auch im Kontext zu regulären 
Kopienzahlvariationen betrachtet werden, die die Auswertung der Ergebnisse beeinflussen 
können (Wong et al. 2007). Das könnte zutreffend sein für den häufigen Nachweis einer 
Deletion der Gene VHL (3p26-25) und BRCA1 (17q21) innerhalb der hier untersuchten 
Tumorproben. Eine mögliche Amplifikation der Gene innerhalb der Referenz-DNS kann bei 
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mäßig verminderter Signalstärke der Gene innerhalb der Tumor-DNS eine Deletion anzeigen. 
Diese Veränderungen der Kopienzahl der Gene können sowohl in der Kontrollprobe als auch 
Tumorprobe ohne phänotypisches Korrelat bzw. Krankheitswert in Erscheinung treten (Wong 
et al. 2007).  
 
5. 5. Ausblick 
Neben molekularbiologischen Erkenntnissen hinsichtlich der Ätiologie und Progression von 
Tumoren könnte besonders die Erfassung des Methylierungsstatus zukünftig eine Bedeutung 
in der Therapie von malignen Tumoren spielen. Neue Chemotherapeutika wie  
5-Aza-2`Deoxycytidin können die Expression von der methylierten Gene durch Hemmung 
der DNS-Methyltransferase reaktivieren (Pfeifer und Dammann 2004). Eine weitere 
Möglichkeit besteht in der Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden, die die mRNS der  
DNS-Methyltransferase beeinflussen und somit die Biosynthese des Enzyms verhindern (Leu 
et al. 2003). Aufgrund der zunehmenden klinischen Relevanz hinsichtlich möglicher 
Therapiestrategien sollte besonders die Erfassung des Methylierungsstatus Mittelpunkt 
weiterführender Untersuchungen sein. In Abhängigkeit von der Tumorentität könnte dabei 
eine entsprechende Vielzahl von MLPA-Proben die gesamte Promotorregion spezifischer 
Gene erfassen. Da der Methylierungsstatus von z.B. Glioblastomen in begrenztem Maße auch 
im Serum erfassbar ist, könnte bei einer weiteren Verbesserung der Methodik die 
Wirksamkeit spezifischer Chemotherapeutika anhand des Methylierungsstatus auch mit Hilfe 

















Die in vorliegender Studie mit Hilfe des MS-MLPA-Verfahrens detektierten genetischen und 
epigenetischen Aberrationen weisen einen quantitativen Zusammenhang mit dem 
Malignitätsgrad der untersuchten Tumorproben auf. Dabei weisen Tumoren höherer 
Malignität (Gliome und intrakranielle Metastasen) deutlich mehr Aberrationen und 
Promotormethylierungen als Tumoren eines niedrigeren Malignitätsgrades (Meningeome). 
Insgesamt konnten deutlich mehr Deletionen (176) als Amplifikationen (97) nachgewiesen 
werden. Dies spricht für die Aussagekraft der Untersuchungsmethode, richteten sich die 
verwendeten MLPA-Proben doch gegen Promotoren von Tumorsuppressorgenen, welche im 
Vergleich zu Onkogenen in malignen Tumoren eine verminderte Aktivität aufweisen bzw. 
häufig von Aberrationen betroffen sind (Poremba et al. 1999).  
Der häufigere Nachweis von Amplifikationen von Tumorsuppressorgenen bei Tumoren hoher 
Malignität könnte dabei auch als Ausdruck einer hohen genetischen Instabilität angesehen 
werden, ohne dass die einzelnen Veränderungen einen direkten Einfluss auf das biologische 
Verhalten des Tumors besitzen.  
Analog der nachgewiesenen Kopienzahlveränderungen kann ein quantitativer Anstieg der 
Promotormethylierungen bei Tumoren höherer Malignität nachgewiesen werden.  
Abschließend ist festzuhalten, dass das MS-MLPA-Verfahren eine schnelle, unkomplizierte 
und kostengünstige Methode zur Erfassung von Kopienzahlveränderungen und 
Methylierungen ist, die im Vergleich zu herkömmlichen Methoden weniger aufwendig ist und 
aufgrund der PCR-basierten Methodik eine hohe Spezifität aufweist. Darüber hinaus eignet  
sich das Verfahren hervorragend zur Erfassung von Kopienzahlveränderungen und 
Methylierung bei soliden Tumoren in einem multiplexen Studiendesign. Weitere 
Untersuchungen im Rahmen der Tumorforschung sollten besonders im Hinblick auf die 
genaue Charakterisierung von tumorspezifischen Aberrationen erfolgen.  
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